Rôle des récepteurs PAR1 dans la fonction vésicale : analyses physiopathologiques et pharmacologiques d'un candidat médicament by Monjotin, Nicolas
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1: Cystoscopy: glomerulations grade 2-3 
2: With or without glomerulations 
3: Histology showing inflammatory infiltrates and/or detrusor mastocytosis and/or granulation tissue and/or intrafascicular 
fibrosis. 
!
2"3		0
	00
	
<2	3%*-$				
			
	9<	
	2		<	
	
92		0



 







1-	
4"-		1"
	!
		43			
9<	
	23.	",
A B 
C


	62
		911"	

?
I
2
?		
	 26	 
 		 2  2  		 2  	
, # 00
"
9<	
	 	
 2
>
 	 @ 	 2

	 3% 
 	 	

	

	 	
 
>	 	 	 	 2

	 4 
 ," , 32
" 	
9



	2911D"<	
	2		<	
		

2	1-	
54
,"D,
#0	"?				
	
0?
?

	


2
,32
"	
2

	
		

	9		2

		 	2		 ?	,$	 9
I
	2

	" 

		
		
		
	
:9,
	 "


%6	

>	2




	"22		22	3%,
	


2
?	
	


		
	"


	6


	6"

*9
	6,
2
	2
	

2
?	 	
  	 
 ?9 


  0
 2 9 00

 
 ?9 6	
  	  
 
  	
	0
, 32
"  	
;9
>	?


3%
I
	
2	2
	9
	2

	2			
		<2
	,9#1
911

22		2

)
D	
	


,
%	9
9



	?
	
:22
2	
:2	29111-	
5"

				:29#1
,&		
	

2
	00
		

	
2
?	
	
	0
20

6
	911?


		
D
?	
		2;
		,
 





1-	
5"1



22	29114
,"D



!
3"'
	9#1	2	3%,


 
)

%!& 0"(1$*($* 
39	
2>


3%?	
			?
2
	,3

2	
2

	:2?2


		
	



	,
222

	

	

		
	

	<	0
				,1	2		600
	?	
	
22		2

"20			

:0
	

	 
 2

	 2
 6 	 	<2
A	,  2
 
 		
02

?2		"			


B		*C
?9


3%9	
	,		<2
A	



>	
>	2 ?
	2

	"
9

0
2	<?	9>		
			
*	


	,
3
 	
	 
	" ;	?9: LY	 2

	 
	 ?

6
		<2
A			

	
				,
2	0"9"
"
9
	2		


	

<		 	<2

?	 
 
 ," , 

   	

"  	
 	

	:

22	M1-	
6,	2

	

2"
2> 

"	

	?
 
<29
	09 	
	?	 	 	 	<2
A	,  2	 <? 
 I
 2
 
 > 0
9



22


	
	?90
	,$2	"
 2	 <? > 
  	
2
"  ? 

 		  	?
96
	(		"MH!	!	"),

D


1-	
6"	
	
	:

			<2

3%
(		"M,


3%	
2
6
I
2
		6	

 ;	?9:  2		
  
  9 	 
	 	6	"  2	 
2	<?	
		
:		




,"LL,	
2

	
I
2	:  0	2 2	
 
0
	2	292

2	


	92
		<2
A		
?
W	
!"LLD,


?	2

	
? 20
  22
  	 	<2
A	 6 	00
  2	 9


2		0"		
"
2


'
T
,",
	
		

	0

>	2?	96
		<2
A	
  3%" 	 	
  I
 		  
  	  		
 *	 


	
 

W
"LL),922
		
	
		2	
?	6
"


	"

2	
2
2
:	2	06
	  3%" 
  	
 	 	<2
A	, 1 
" 	 	
  	
		

  

  9
 
    W	
 !" LLMH
3
,"M,
9

 	"?2


  2
 	" 	
 		 

		
	2	,%	
	
		:	6	
6
22,9119						2	

		B
2	2<	?		C


2>



			
1		

2	
2
?4
,"
D,9
	?	


?	"2
 	00
	9
		<0	2:				?@	2

		
?	3%


 	 	  
 	 
 
A, 	 2

	  2 B 		
<0	C_M
			
				
	
			;
0	
2"2"	"	0			
					?			

	F6

	F
6,3		 
	

2
0		2
  		 
 
 2 ;
0   	 2
	 6,  	 2
_)  ]  		 		?  2	 2
 6 I	 
2	, 1 9		 



"	
	?

		<2
A	6@DLY	
2

	<
]		<0	
LY	9
2+
@.
,"
,$9
	
	?	22

00
0?
22<	?	
					6

6,62" Y	2

	<
09
				
60	2	2
 		
 ?

	0
		<2
A	6
),D	<
/<
,"),3	22	2<	?	">		?9		


00
	"
	






		
	2	
	
3%
090	?
>	
		
,32
"	
?	
2

I
	2		0
9?0
	20			
	
,$		" 	62
	
2			




?2
0
 	 		?  2 2  9	
 	
  	 
2
?	9	2	
	/<
,"),


%'& *(2$$ 
%& $$ / #%	&
2
	2<	0
#`	
 	<


	

		2


3%2,32
"


	
	

 6 #

		 
 		 00
	 	
 
>	 
		, 	
 2<	
	

 	 :   92 
  : 	 	 .1., (I 	9 9	



2	


"	9


			
:00

	9
,2		
2		?
	
, : Y 			
 	
	 9
 	
 2?	 
	

.1.		
,"LLHT
,",	00
	
2



		
	?	00
	2

	2	
D2

	, 32
"  	 	

	 

	
	" 911 		 



2  !  2	"  
 0
 	 	
 		 
 1 4 
 ," D,  	  
	 ?	 	
 ) 

 	 
	
		 2
  	 2,  2>"  LM"   : 
00	9
		<2
A	2>	)	


60	
2;224F!
@
,"LM,>""2	
	
I			2	00

	0	2;2
 	


,",	6
	
	

		2	
	
0	2;2
	,3	6
	


		<2
A	@
MY
Y2

	

	
	2

 Y
Y@	2	(

 ," LLH 		 
 ," LL, # 	  ?  	
		  	 	

	
?	" 911 	>   0*	? : 9?"  22

	22
  9<
 
 
" 2 6 
	 


	 6 ?
9
2	91((4
,",

M

%3& )"(/
	
2				


			


	<2

?3%

 2
 	   	
  	<2
A2
  	 

 	 	 
22
,$2	" 	
2			
 ?
	
 

2 


?(		"M, 
2	 
	 	
 9
2
< #`" 6<`J, 9
2
< 	
  
2		

<??
20

	2
		
?	4"	<
		



?

?,9
2
<	
			
<
	


	

	0
	


:
"LLH/2
,")H4
/2",$	
6


  
 	 	<2
A	 6 @  )Y 	 2

	 

	 :
9
2
<
		2
L	<,32
"	00
			


22
	2M)Y	2

	
2
	>LY
2	2	
DLY" 	 		 2
  " 0
 
 22

	  /2  4
" DH
( 		" M,

 0 9
 	0
	
	<2
A	3%29
2
<	?
@	2

		22

	
D*;
2	+	

,",$9
	
2				
2	
		900
	
		
22

	G06
@`"	
S0
`"9
	:
9
62
	2H		9
2
<	
22	2911

2		0!	


3%4
,"D,
%1& 0*./
	
	
?		
22			
A		<2
A	3%,32
"
00
 	
 
>	 
	, 	 6 2
	  2	 
 
		 

	2911	


`
9<6<@1
6`4

,"D,

	

	
	2
	4
	00
			2

	3%


	2 2> 0	 LL) 	 L2

	 
 


	
	<2
A	@)2

		
,"LL),$9
	
	?	"		
L

"

00

	<	


2>	



 ")"0	2 ;2
:	0
 9

	,3	
	

00
			


"
0
?			
,"LL)H;
,"H$	2


," ,#?" 	
2	
	
" 0	2 ;
	


!	 	 


	 	 2 	62
	 911,3



 
  
 	
 
 	
 2 9	 900

	?2
2
(		"MH
4
,"D,
9<6<@	
	
	
?2911	3
	


		 "	?9	
?9	

2	
? 

(		"MH4
,"D,39	

	
	
0
	 2
	 4 ?
  
 		
<
		 2 ? 	 00
	
				">	
	
	
22
	,$		

	

?
2"		

	
	2>		6	



:D2;>

	0
		<2
A	


,",

	

?
9

?
@LY	2

	,32
"	


"
		2

		00
9	
	<	
?	" 	
 	 	 		, &	"   ? 900


 	  


 	
0?"  	
 ? 9<6<@  	
	<2
A	63%@
	
	2

	4
,"D,
%)& **/$*$)/ /
	
2911	
<	21,32
"	

		  


  ?>     3"  
 :2


2
?:

[?2 	 	62
	
4
,"D,<	21	

	?2
;
00
	  


  	 
F	 
	 ?  2			   2<



N(		"M,32
"
?	

?92	?
,D*T<	212
 	
)

	
	0

92		
		

	2	
62

	

	2
	2<	0
"0	2;,$2	"
2

	2	:<	21

DY
LY

,"D,$		
	
	
22
	I	
			

 ;	?9:	, 	00
	0?	 


2

  <	21
	2	
		2

	3%			4GMDY2	

Y2 	2

	3% 		 		, 32
600
	 		 	>	


   
 2	
?" <2
	 
" 2" <2

	22



	@D:L)Y	2

	

	:<	2
12

			
	0*	?+	
,"LL H

,")H+	

,",
%,& *(2$2"1 
	


	2
			

2		>		9

62				
	?	,9
I
9



2		

  2		 	<	
? 	 
	 2?	 2<	 
   
	 900
	 		 
* 		, &	 2	 
 92" 
N
 	0
" 9 <?"  $
< 06< $(/"  !
3

F. !3." 	 
6	 N	"  N"  

 9
 
 
		 
		  	9
2? ? /R
 ,"
D,$2	"			

2		
T
	,32
"
				"9119
	
?$(/"92

N2

2
?	,
%& 	
$(/	
	
?
	092


H





	:20
2			L 	



3%
R

,"L ,39	
	



	?]
	

		6#

		'	`2+$1	

+$1,
)

	9
9	
2	2>

	2		
	?
00

	?

F0
9
	
$(/:DY,32
"



0?	
29


>	2

?		
	

9
2

2?		
	


		9 
 .
T1R"H.
T
 1R" ,  
2  $(/ 2	  2	 	
 	  	



	D9	
	:DY?	
		

2
D: 

	, 3

 2
 	
 2
 ? 	 2
  	   		
(		"MH4
,"D,9
2
	0	
2
			"	2

	

	$(/

>	
	
?,
$6
	?			
2	9
	
$(/2	



		


3%

2		


	
0?,$	
2>"

LMM"	2

	
]D$(/DY:6		
9
,32

2
)0	,		

	
	:02>2	



@LY	2

	"	2>
	B;
0	C,,
<? 
 20 
 		 DY 2  2 2 
  DY 	
2>
	B	;
0	C ,,
		<2
A	2]	2 	2

			
MY @ 	 2 @F( 
 ," LMM,  	 		 ? 2	 
	
291129
	
		

	
?0]	9

$(/
!3.,2




		

	

2
2
 		

	00
	:	,		

	
			2

		?


	0
		<2
A				: 3% 


$(/
)Y2!3.Y,32
"229
 
	



0

><2

?:9
I
$(/	


3%
T 
 ," , $9
	 
	 ?	 	
	  	 		 



 
  	 	 2

	 	 

 		  
I
  $(/ 	 



3%!	"LM H'		
,"D,#?"2
		
2		
$(/	T
2?2	
N	"92"
 
  	 9<
	 
* 9

?	 0 9
  00


0 	 00
	 2?	 4 
 ," H 
 
 ," , 32
"
)

 
 ? 
A
 	9	
 2 :  ;, $ 2	" $(/
2

9	2
	
		

	
	"911
62
	6
I?
:9
	
9
2





		9
	
$(/34
,"D,
%3& )$14
 N	
	
	? 

	 			,
	

   2	 2  
	 2
   	 	<2
A	
63%,		
	?	


	09	
9







? 	00
	 N	@
2

	"9	
2


2

2
		
				
2
 		 2


 
  
6
 , 3

 
 

?
	 
 2 
 	    		

  9	



	2
N:Y		


	:M,)Y 0	2 ;2
D ;	 	
0	, 9
	 	<2
A	
6
	;	?9:L;	2>	9I



,		

	
	


  
 	0
 	 	<2
A	 6 
 0
	
0?


			: 3%@Y	2

	 ;	2>	
9I




Y@22			2		
	00
	F
: &T 
 ," L, (I 	 
 ?9 :  ;  900

00
	 

	  N 	  3%"  

 
 
	 
?	
Y,(

"
2	

			?	
			:3%2>		


	YN,3


	

:
	00
	92		
:N	


3%"
2
"	9
" 	

	N

	:Y
		0
	
	 	


	, 	 	

	 ?

	
	<2
A	@L)Y	2

	

	:NY
DY26

	
 	
 : Y, (I 	 	 	

	  
 2	 I
 ?
 			 : 
N" 	 2
  2	  00
   

 : Y  8" ,
3	


"N	

>		
		:9
		0
)

2

	 	 00
	 2?	 
  	  9
, $ 		

		
	
00
			
	:N,#M"



		<2
A	2	2

@	2

	

	:0	
		:N?@	2

	

		$	
,"M,

?
		<2
A	@Y	2

	

:YN"
:%92
)
!
T
,"L,




	:N	
20			:	00
			B	C

	?<	"6
I
"

		,$2		00
	
9
	 	<2
A	 6 	
 
 
 	 	

	 		

 9I

		2
:,(911

!	
	


		

4
,"D,
%1& "(
92	
<	<.1.	
 9

2	
	 
2

  9
  @ 	 2

	 3%, $6 
	 ?	 		
2	  2 
  	 00
	 9	

	 92 	 	 	
	<2
A		2

	3%,	?9	
	
:%"0	2	2

	:D%0	2	2
	"92


	 	<2
A	6@D Y
Y	2

	" 	2

 		
,"
LL)H8",32$(/"922
I
		:9
	2		




	
"		
2		
		
:  N, $6 
	 ?	 
	 
  9

  9	



	N:92,2>"	
	 
 2 ? ? 

 		
 
  
 	
	<2
A	42>		

?@)Y	2

	2	
Y
	 2	2	,32
"
	 	<2
A	:< 

9<

	"	
2		2	
?9
	00
	
		
,",	"	
"9
%
92"N:DY		:Y
	,	62

		

	

2
			;	?9: 
))

	2>	>	

,		

	
	




		<2
A	0	 	

	"@Y	2

	2>	 2>	

Y:>	

,	2>	 9I



"LY	2

	

	
?

 		<2
A	,32
2

	2	

	
>
)Y"6	2>	9I



;	?9:Y"	6
	2>	&<
,",1
?92	00
			
9	

	00
			
		,
 	

 2	
0  	 
	"  ? 00 :  2 911    2 
	2"
9	900
			
0:9
	
92


:		
!	


	

"22
962
	4
,"D,
%)& 
/*
$	


	
	6
900

22
	9			?			

911	
	

		22		2	
  3%, 9 <?" ? 	
  .1. 2	
 22   

6
"  2 	 00
 	 2		 			" 

 	 9 

?	2,$	


" 	2

	 
		

	
2
	 	2
) 		2			2
	 )
9<?D%92" 
	 	6			:Y N,
9
	 	<2
A	
 	0
	 	62		2	
2
2

	2	22

:9<?,,
MY 		 Y 2  2 2  
 ," ,   	
 2 

						<2
A	6
0
				:
3% 	 2		 			,  

  

 
  	  
	 ?	
		,$	2>"	


		D
 	 2<	? 
 	0

  2
 	 2 
22!
,"LL,$		" 9	

2


	
2600
	


2	
2
, 	 
	 22


 	0
	 	<2
A	6

)D

0
	

0?



$	
,"
M,
 	0
 N
"?	
  		.1."  0
 9;
2		
	
?	, 	 9
	 		  9 ;	 
 900
 	0
"	
2		
	?	2	2
	
	
	?


>	
	0
 	 	<2
A	 6 
 0
	 @  ;
  2

	

00
,"H
,"MH&T
,"L,9		
	2		
 
 1 <? 	 		 I
  2
 
2
? 
		
 
2		
	22


	0
		<2
A	
0

	,$	2	2	

"2

	3%
]	 	

	 
		"
	2
M		2			2
 	"9T
9
<?:, Y
	0
N
:Y,		

	
	?


 	 	<2
A	 @ Y 	 2

	 

	 
 9 
 
>	
	0
    ;	?9:  
   2
 	 		 :

0?

,",
	
6	N	,,	0
62	N
		

I

	


3%"

		2	
	"2			

	 0	3"		
			:600
			;	 @@
,"
,

2
				?	
	
9	


		2			


 		

 ?
 : 9
I
 
 : 9  

  9	

 	 
22
 	 


	 : , 9	

   2		 2
 
0		00
		
				

2			

"	
	2
900
						


,$2	"

<29	

2
I
	0]
22

"?

			=
		
2?			:2	,
) 

%-& *10/+1/5
$		900
	


	2?	"9112		:
	2		,3	

	
2
?	
I
		?
	



	> 

"	6>

		
;	
	?<	
2	
<	

4
,"D,$	

2
"
	0	



22

		

?
	2
*,
%& $1$(210)$)$
<	
	2<	
	0
2
	2	0	
2				

	00
	
		
0?	,	2		9#1
	
:0	

620	
3%


	
	

*					
2 


"	?2 	62
		"

2	I

			
,32
"911

2



2>"	

34
,"
D,	
2
?9<	
		
		@		<2
>	
	
 ? 9<	
	 
>
  26	 6 		 ?6 	
 	 
 	 1 
 ," L,  <	
	2 		 <	
	 		
 : 
2				2

	
	;	?9:2		 :M42

96
2	
	,3

2;
0		

	G
• 2"
<	
		
9	2
		:		
4 ? 2
 I
 

	  22 	
"  9
	 		
2
		<2
A	6	
	,
•  	 ;
0  

 2 		
 : 
	 9<	
	 
2
 
2
? 0  
 	 		  4" 9<	
	
2


  		
  	 		 ? 	
  2	 	

	?			
	
,		
	?		
			
		22

900
:
9<	
	


:		2			2	
2
?3%,
2


)

	M)2

	>?6<
]	29<	
	


	;
	:		<2
A	62DY9
6
 Y@	2

	
9<
2	]


,$90]"
			<2
A	6


 	 @ 	 2

	 <
 
 

	 2 <	
	 2 
<	/

"D,$9
		?	
2	 
	 


	0
		<2
A	6@
2>	 DY	2

	
9
@DDY,3	
	?

  	
  	 	 9 

 	 	  2>

	0
@MDY	2

	
9
@
LY 9
 6 4	 
 ," ,  
 	
 ?  2
9<	
	



>	2

	
@;
	2

	

	2
		<,
•  
	> ;
0  9<	
	 		
 : 9  	
   3%


 Z :     2
 	"  2
 	 0
2
I
	

92	2
90		
4
,"D,
%3& *) "$)/
	?9		
			9<	
	"
	
2<
2<	? 	  
	
 
* ? 
, 		 
	
	
	22


		<2
A	
0
	

:9

2<	?@Y:Y	2

	2>		

2<	?	
		4"2
:)	<,$	
		"2
2
=I

0
900

2
?
,"LMDH
'0
,"H<
,"LH80
,",$2	"		
	 2	 00 :  
?  
	
"  
  2
? I
 2

>

2	
2		?	"


20
		
	

	
	;
	,9	


	2				
4	
	
,&	"9;
,D2
:)*


:22			4
	2

	Y2

)M

:	36
,"L,32
"


:
	

	00	  

 		



	
 0:

 	 
	 2<	?	, 911  	  	   



? 2  2	   	 		  4 	   <	
	2 		
<	
	4
,"D,3


	
9		22



2
		<2
A	
0
	@	2

	3%"2

	
2

22?			4	

	?@	
Y	2

	3%,
%1& 61$*/ )$53$/ ./

 
6 
? 2
 2 9 	 2	 2		
	 2		 
	, 39	
 

6" 2
 2  
 . 
" 	2"  	

"


2	
	9

&,%6	

	
<2	
6
?,	
<21	
2	0?

	,

6
?19
<9	22F	<2
?


	B2<	C@

,
	
	3%



	2	2T	2

2
?
		
,
$		
	?	


		<2
A	: 

2>	 ;
	 2	
6
?1,			
		" 
9;
" 	 		
	 2			  9
	 2	 	 ? *	 	
		
9	

 
  0
 	 
	,  	 2

 	   2

	  

	 
 2 :  2 2, % 	9		
  2 	 00
	
9	


6
?1
%	9<	
			
2	
":<	
		,		

	
	



	0
 	 	<2
A	 6
 0
	 ;	?9: )	 2>	 


,
		2>	


"
		2	2	


	0
	
	<2
A	6	 		 	2

	 

	:  
6
?1 22




	0
2
	,1 	"Y	2

	


	:
6	



;	
H:		

DDY
:)
	"Y
 Y
Y	2
A"	2

,$2	"	
)L

%2	

2	9
2:%2
		2>
	
		83"L,
$9
	 			 ?	 
  900
 9	

	 2
	  
6

?1,$	
"	2

		
]2>	9;

%
62
		

2		
;
	 
	 	<2
A	,#<" 	2

	 
 ;


6
	 	D	"	
D ;
	22

	2

9
	,
		2

	
?
	0
		<2
A	;	?9:0
	,32
"
2	

<	"2
		:	%

6"?
29
	
92F?				:		
.

,",$9
	
	


	
2	:
6
?1


2		>		
2	

	I			G
	
	<2
A	2


	;	?9:	
22
<		

2> ;
		

 	 	 2
  @




	
	

,"H

,"H
,",
%	
2


?	
	?		

	"	
	9
2	22

9
 	0
2>	 ;
 
6
?
<	
	@ 	
2

	 2	

 	 		  4 	 ?9 


 2<	?  2	
9	<2

		:3%8"H8",
$	 		 2
	 
	" 911 22	
 9
	 9;
  
6

?1?
 	 


?> 

,32
"	
		?	
9
	
		


222		"
	62
	

9
	

6
?1	


?
>


,&	"900
			0?
	
2

?

	2

	


<	2
		
		2
 
 
 911 : 00
   3 : 

 2
 
2
?, #0" 	
62
	
?


	
	22
62

?	
2

		

					?2

900
			4
,"
D,
D

%7& *)1$/
%& /$*$)/ $
&		2
?2
3%



		:	
		
2	
		
:

9
	?9:		0
<
T	0
	,%

?	
	2
	
	
900	 		 		" 	
 	 :  <26

 
  
		
	  3  Q	" ),  
 	
:
	066	6,
?2	
	22	
		
	


				2	
	,%	
:
?I	
9	
	29
	2
			


		<2
"
	2
	
2
?	9	
2 9222 		

2


3%,

1-	
7"S92

9
	

0
	
",

	

				2	
			
92

9

	

" 2	 	
  	 			 0 	 06
62	<2
?		2		

	1-	
7,2

	

   0
 	 
	 ?	, $	  2 	" 	 2

	
D


 	

2
-:  0? 4@,)	D2

	
		 9

 ?
	0
	<2
A	6

0
	 2
 	 ) 	  		 3
" , $9
	 
6 
 
900
	

				2	
		
,92


2
	<	
>9
	


		) 2

	"
	

<D	
	9	
2	;	?9:)	,$	


"2

00 @ Y 	 2

	" 
 Y 9
 6 ?
  
 	
	<2
A		2:DY	
	


2	
D
DY
.;R	T  1FS" , $ 0] " 	 ) 
	 
	2
	 

	
	2	2	

00



2	


				2	
	@Y:MY	L2

	
	2

<    : M  	, 962

  	2	
0  	

 2 	 		
900
900
						
92


9

9
"00		

;	?96;	
	
@ Y : MY 	 2

	 R  8" H .;R	T  1FS" H
.@R 
 ," H (T 
 ," , 3

 
? 	   	
2	2
	
		
	2		<2

?3%:
"I	
2
20	2
<2?	2
0
,
$	 	 
	" 911 2 

 2
 
2
?   3 	 	



	?
>

	
>	0"09
	
?	
?	?		
4
,"D,
%3& 0/+$1$21
3%2
		?	6
I

>		?
	2

	"
	 	
2
, 911  	

?
2			2		
2	?		


2
?9
0
H	62
	2


2
3	


		6>

>,$2		2

	
I
0	?2
2I
2>	<	

4
,"D,
D

%6	

	
<2	22

	2	?		
	?	


		G<	

		F

<	
2	
9		
"
<	

 		F
  	
 2
  
  		
 ?   

2


		
<	



	

2>


	
a
,
 <	

 		F
  
<	
2	
 9		
 	
  
? 
2	 
 
	 ? 		
  

   2
 	 		 
 
 
2


>2	
9
	
.
	"L  ,$	
6

 2 9
 	 	<2
A	 	 D 	 @ 	 2

	 <
 	 

<	
2	
 : 9 9 	
 b  ?, 	 	

	 ?
 

		<2
A	6
0
	@
		2

	<
]
00b
DY22<
]00?/2
,"
, 
	 	
	 
	 
	2
	

	 	<2
A	
6 
 0
	 @   2
 	 2

	   


 	 2	 	, 	 	

	 9	 22		

;

@	2

	2	

2			4'		
,"
"22
	
/2
,"
<
2
	2

W	
("LML,
	
?	
	
 <	

		F

	
 2
  
  		
 ?   2	 2

 
, 3



?
2
	0


	?2
	?		
:  		
 	 
>	 . 
 ," L,  
   9
 	
	<2
A	@	2

	<
0	9<	

		F
_ 		F

2


_,	
	22


	
	<2
A	
0
		0

@	2

	<
]	
<	

		F
	2
L)	<,32
")Y	
2

	 	00
 9 2
   0

 	2
  
 
	
,"LLM,

	>	
	


3%		
<	





,3

	922??962

	

	


D

92>	<	

		F

<	
2	
9		
,#
		
   	
 2>
   		 		  
 
   	
 9

"2		
2
	
2	
#@R
,"),$	


	2
"


?2	:;
	2

	
 	
 :  <	

 		F
  2	
   	 	<2
A	
6	20

0
	'		
,",

 
D)

 
DD

 "1(/
%#
	


$	!
&
! 8*

 %!

	 2
		 	


  0 9@<	 2
<
?	" 2	 9<<	 	
		22
?	,	2
			
2
		2		@<>	
0	

	2	
@<	
	
2<	?

	&
W	"
L H'T
"LM HW	1"H-3",$		
	"2


	
9?0<
?"	

 	 22
	 2?	 	 90
 ?"  	 

 2	 
 	
,"L,32
" 	
;9

>	?	2
		
A22	2


	

2?	
			


0		26	4

,")H-3",	00
					

2?
	2
			:;	
2	
		+M,

92
	2
			
	2			?	

	0
?
Y2	2
			
	

,"D,2	
9
		2
		2
	

	
	2
	
	
2
	2			9
	 	 
	 2?
 	 6
	" 	2	J 8R	 
 ," H -  3" , 3
	
2
		
		
2		:	2
	2	:	2
	.
	?
	2
	:9T		2
	
	2	2
		
		F1


'2
	F1'	,

D 



1-	
8"	
2
	F2
92>	4
,")
 %#$&	

 
	

	1'		
0?
2
	:	2
	
		2	
62
	.,%6	
)		
<2	1'	1'"1'"1'
1')		2
?432
",9
0
2


02
	2
	1'
	LL,

	962

	?



9
0:?	6	2
	
	 

 2?	 	  2	  		 :  
 



		2>	9
2?

-
,"LL,		

	

 2	 9
0
 9  
<2  2
	 
F
	 2 9

2
<
?
	9


	1'		

2	

		22		
	,
1'  
   LL) 
 
0  <
  	

 
  	
9


>		:1',	
				
	

1' ?
  

   
<2	   22
 6> 	
 %.'
$
.



22
		
	:
2
2		
1

*%



0
	
			,,	
'0
	
				
		
:
,,4!F#.+
	


6


	
	
#!	!#!

%$%
D

	<

	:2
	?2
"	?9	

1'		

			
				"
	
	"	
&<	


,"LL),$	

	
962

	"
2


2	9

1'	2



 	
			2 
	
0??1'2

I
 
 2  	 
 2?
  
 
 
 

	

	
	2>		22		
	,$	
6
2
	
0	

?
1'


2		
29
	2
		



<2
		
<
!
,"LL ,
1'

LL

0
2
:

	

?
%	
,"LL,1;"I		?


1'	
"96	
22
6>

	00	
	
0

2		
2

 202
,3

	
				
1'2

	0
?	
?9
F0
 2  2
 1'), &	 
	 	 	 	 22	
	
	,
#0"1')
LLM,2

2
"2	9I

:
0	2


<2	"	
?	>
	
			
L	?9	
	
		D2	
	2
	1'	c
,"LLM,
$ 0] "  	

  
	 	 1'	 	
 ?
 	  
962		   0] 
>	 2

 	 	 
			"  
<2  
 9


2<	?2
?9/			T<!

"),

 
DM

	 	'
%!& 
12$)

3  6 2
	 2	 6 2
	 ." 	 1'	 	
 
	 2 
	?22
?	20?"	2

	2
	2		0
?
22
?	
2
22
FI2
&F

  6
, 3

 	? 

 	
 	 9 	? 9	
	 ?
 

 9
F

 
  2
 3" H
-"L,
9

	1'		
	

0	

2
	
?2
9	
	20?:?1'


	:
	? 22
? ? 
 	


   &F
, 3  
		2
	06	6


	9
F


  2
 
 	
 :  		
 
 3" H
/			T<!

")H-"LH3
," 1-	
9,
  &F
 	 00
	 1'	  2	
 2	  I 00
 2 
2
	"0]
	

2
			29


 2

 0
		
 	

: 	1'	,1'
1'
2		>

		6	
BFTC?



2
3F
	

1-	
9,3

	??
	
 2 	  : 96	
  	  0>   
" 0

 	
9


   
    	
    1',  
  


	? 	  2
 
  
 
>	 ?   2
  

:
1',1
"1')2		>2		
	"62?

	 900
   
  : D 0	 	2 2  1' ? 2  1')
&T	F(
	
,"H/			T<!

")H-"L,


DL


1-	
9"(		9

	1'	/			T<!

")

2	 	 	
	 BFTC 0

  F

	 2
	
;
	1-	
9;,?2

<2
>	F62
	2
	
1'
1')	:	0	3/,		?

	0
	
1')	

 


  
9	
 
2	2

% ?
  		
 
 #3D ,(" 	 ?  I
62

1'	

,		F
	0
	:0	
1'
1')"

		



#3D,D("
	
2
1'F0
9

1')	?22
?6>


 	20?  1' 9

" 	"  		
, 3

 	
962	 	


 	  2> 	

 ?9 2
 2 : 
2
.2
2<2
2
2:
2
.&T	F(
	
,"H/			T<!

")H-"L,
I22"
	962

	2
F0


	2
	1'
1')2?

		"I			"
 

	62
		
2
9
		:		

,"
 ,

	22
	

1-	
9"2
I
: 99


	1'	




	1'
1',		
	
2

  
 :   1'" 
   22
? 

 
 	  	 
2
1';

9

2		
,3


<2
>	 	
  	 	

	  

	 		 		 
 	 1'	 
9
	
	22
?		<

?	!T

,"LL ,2>

2
1':
	
1'
	
		3/
		

		,#
	
	1'

				2
	
9

  		
   	 1' 
0	" 	 9
 
 
		
		:
,32
"F62		1'


1'
0
		
:		
,	62						

	" ? 62
 

 1' 
 1'" 
 		 
	 6I	
	
	,  
	
 1'  ?
 ? DY   2	 
 2 

" 	 DY 	

 

 ?	 2  
	
 1' /X! 
 ," ,
$9
	
6

?	
	

1'	1'


9

2	2

	
6
2
?
?	2
?"0

	<	
?
,")H8
,"H;",
0
?1'2		
1'2?26
2

	62
	?

:2		
9
	
	

9
	

<2	  2
	 2	 :  2
 . /			T<  !

" ), 3


<2
>	
0:2		2		9
	
	
?	9	
2	

 	  
 


  [  
 !'# !	
'	 #< 	0   ;" , 3

 
? 2
  

9
	
	2
	2	62
	.0]<?		
	
		

,		

	




?91'
2
2	91';
"

0
	


	62
	
		
: 0
9
>,3

0

0
900
	2
	"2			9
	
,;",
 

$00
	 ?2	 	 	
 		 
			 6 2			 00	  		
 
0

9

	1'	G

2	2
		"2
	 22
	 6>	,  $	 
6 62
6 
 

	   	
00			
2
1',		3/
	"	<
>	
9%

	:0	2	
+'F&4"2



		22
6>0	2	2

?
,#
	

			 M:L	6
1'"
	
	
		
2


2	22

	
 6> !T
 
 ," , 3
  1'"  2
 		

 :
0 >
 2
1' 	6

:
	 9
   

 ? 
 2>	 	

 

<2	22
	
%.'F&4,		

	

?9:

	
	"		

2	2
		2	
22
	
6>, 2

"  0
	

	22
	
0	2	2

	2
	I	6
?9
 2
 
0 1F1 
 ," , 3	 	

	 
 
 : 	  

9		,0

<2
>	"?20	?22
?


   &F
  1'  2]
 
	 	 	 2 
91,		

	

?
<2	2

		?	1%.'

1111



 
 1F1
,")

9

8		(1

 9
	
2
 '
,"
L,1 
"  	?22
? 1111F&4 

 9

8		
(1 		 		
 ? 
 9
		
 2	 : 9
	
  2
,  3	
	0

9	
					00	;		
		
0

9

,9
2	
		

:
2		
?9
	2
		>	2		
	
	


	1'	
		
,2>



	;


D 
 	
 :  	  (( 2
 
  2
 1' 
  
		
!
,"D,3	
6

?	

(
6(
2
	 ((

 			

&F

 2 :  
 
 
  	? '+',   2
?
 

>B?C

		

>	2
2

	?+',22
?6>'+'F&4


 		  	
 2
  1' 	  	   

 	
 : 	


	 2

	  
 ," LH 4 
 ," ), $9
	
	

			
		
29

1'

		

31
31,$		"		



>	00

2
,1'
231

	

'	2	
'1 

 	  2
 	" 	 ?  
 	
 :
9		

'1	2	'	
:
2

	'		
,"L,9	2		22		

	0
?
31 
  	
   00
   
 
 
 :   	?
22
?

B?C&)&$8Q#+'		
,"LH(	
,"
H 2 
 ," , $  I 0]"   
 
 ? 9	
	

2
2
	F
2


:;	2

		?	
 ?	 '&&$8Q#+FF 
 $'+d
 	
 :  		
 
4
,")"),$9
	
6"

?9	
	
2
 2
 00

  1'    	 
	 	,
32
"	

	962

	"1'29	
	






"0
	:9	
	
2

A	2
2
A
?9	
	'	

,"
LL,
3
 1'"  2	 	 		 9		 		 	9	
 22<


	


		2
	,#00
"

	
2 
2	?	2
		2
   2
1'
2 	


 2  
<2	, $	  	 962

	" 	 	 2	
	 
	  
	0
	  1' ,, 1D)L 

		  

  
9	
	',	
	
	?

2
	2

1'


:	?&F
00

<2	"

2 9
  1', 9;
  
<	2  	
  2


 2	  2	
9

1'	?22
	
6>




 
 $ 
 ," D, 3 2> 
 		 
 	 
 

9
	2
		


3
2	F.
	


0	
<2		
2		1D)L
 4!#
	
	0
	1',$	
			"
3
2	. 	
2
		

				

		2	0
	
6
		?

:		"9

2
<2	$
,"H'",

#2>"9
	 
6

?
		?	&F
			:
	22
		
?
<2	2
A


1'


		

	2
9		,39	

	

9	
	
2?
:;	?-.8,
3

 	? 2
 
  1' 
 
  		
  	 8		 (1,
32
" 

 :  
<2	"  

  	 UF	
	 

	
2
92I
	,$I0]"	?2
?
	
 6> -.8-+F&4 9

  		
 
'
," ,$9
		2?	 >


		
 2		   	 	 
		 2	   2
$

,",3		

		


		"			6	"
	
 2	 	I	 	  		
 ? 

 
	, 3 2
 

 
?	

I		1'	,&9<FF
F
		

		"	
F		
				
			
;9
2	

0	
*
		e$

,"H$

,"H'"HS
,")
1;B		
	C9
22	2
	1'
1')
	  	
 0
 2 ? 	 2
		 >	 2		
 
 	 2
	 


		
00
		2
		
	,

 )


!
4"
		
	?	

		00
	1'	4
,")


1

0
	
2
		2

 	1'	

		
"	22
		
	6>		
0	

	<

			

9
9
	20?	00
	1'	,(

"

?I
	 	 
	" 	 22
	 	
	 2
 
 2		 1'	, # 00
" 
22
6>+'&"?	2:	?


	1'	
		
29
1'4
,"LL,32
"2
	

2
+'&"200
9
	0

	20

22
6>21',22
6>1Q.8+	
	20?1')
	
?%.'	
	20?1',122
6>	
0	1'9
:
;

(00

"H4
,"),
	00
	<	9

	1'		
2	
		1-	
):,


 D


1-	
):"	00
			9

	1'	S
,"),
  

%'& )/1$)/+ 
	22
	

	<		2
2	
	


<
2	?"9f		
9			
2
	

	, 	 
	
 		 : 9

 	 1'	 
  	 ? 
 00> 	  		 
<2  2
 	  	
 	<	

?
 		 :
9

92
.21',
2
.	
26

?
2	
			F
	
	

	G2O"
U
g,3?		F
	
		2		
		F2	 ? 00>
  0
  2
 ?  	
 		 1-	
 )),
!>
 	 		F
	O 	 		
 ) 		 
<2	 G.	O? 

 9<

<	".*O?
9<
<	".?O?

2	22	3
.*O
		:

'.	?,3?		F
	U
@		F
	g	

	
:;,			F
	U2		>
	



6
		F
	g"2		/4"H
,",

1-	
))"(	9

	2
	.2	62
	1'	
1'	

02
'
,"
 

3

 :  22
 	 '3. 2 	?	  	   	  B 2 C
02		
		4	
	"L"		?	
1'


		6
2	22
*
		,32
"	00	2

		
		
				
6
		00
	'3.?	>
			
	
	

	
'	 
 ," L, $ 0] " 9

  2
 1' 
 	

	0
	2
0

		6'3.

?	

	
:
		2	2
.$2	
:9

	
	

0		F
O,9	
	.	2	2

.

		F
O

		2
9

>/
4"M,		F
.O.	09A
"
		F
.Ug
9

2
	00
	00
	0
		
<22

1'
,		
	
2				:9

	2
	
1'2	
				F
	.?O".*O
.O,/			T<!

")H
4
"H&"D1-	
)),32
"	00				
		
	


	 0
 
<21',3				:1'	


		2
	
,
 1'"  		 
	 

 ? 9

   2
 2 
2
	   22
 	
 6> 
  

   
 
		 			 2?
  		
  	 		F
	 .?O" .	O 
 .*O,
%

.O	
2	2?$+
,""	

<2
>	
: 
 
 0 S 
 ," ),  
<2	  
 	
 

2.?O!
,"LL 
	<
>	91(2
.	O


,",.*O	

2?

9


9

8	'


,""

UF	
F
$+

 ," "  2	2<
  #'8* 8T 
 ,"  
 9
	
 
 

<2
1'!
,"LL H
,"
1-	
)2, $90]" 22
	
%.'
:		

		@2
<2						22	2
	?9
6	

 
	 00	 

    9

 	 T		 (1, $
I" 9
  22
 	
 6> 	
 
	     2

 M

91(
	
2

<2


,"H1	
," HR

,",

1-	
)2"		
1'2
<2	2

,")

1'
2	

9

2	2
		


" 	 	 
	 2	 
	 	>
  
,   0 
	

"  ?2  
	 	 	 2	 62
 

 1'
	962
1'"1'),,1D)L,9	







 9% 
 ?
   		
 1' 2
"


 		 :   .?O, %	  		 
 	  
  


'.#+2?
 .*O F-
,"L,$	


 
" 	 
A	 
 
 		  	 22
	 	
	 6>	 2
	9		?92	9

1'1'),

	
		
		;62>	9

1'231


1'2B?C,		

	?
	
#'8*
2
.*O!(	",32
"				

:22
			?		
2


B?C2
:2	00

 L

2
	 , &	"  		  1' 

 
" 	 	 
		
					

2
:,

1')	
		?96		F
	.?O
.*O'		
,"LH	
,")
1-	
)3,9

1')2



2	22	
3 	
 :  	<
>	  $1. 
 9% <
 2 00
  	  


9
838
,"LLLH(22
,"D,$	

				
	" 		

? 9

	

1') 2  2
	 : 	  

  	
   
 

9

8		(1

2M0
92
.?O(<

,"L,8
,"LLLH(22
,"D

 
1-	
)3"		
1')2
2
	
,")




%,& *$)/+ 
	2
	?9

	1'		
	"22
?2

2  2
 	
 
;	 	2 2 	   2
 	  	? 
			2
			2,



 	
	


2	6	
			00	2	
222	,
 			
 	 1'	
  ; 	I			 ? 2  22
 	
2
	 2	 6 2
	 . 1-	
 )4,  	  	
  	
 G
92
 2
2  22
?
  
	
	2
	
T		 .'8 . 2
 '2
 8	  <
	 	  2
 
 :  	0
, 	.'8
  2
2	2< 	 2
	 2	62
	.

	"

	> 
,2	2<


  
	
  UF	
 ;	?9 2
 ?  	2 9		



?2

		
22	/			T<!

"),


1-	
)4"(					
	2
	1'	,
/			T<!

")

2
	<	992	

"<			
,$	
		
	"   I
 
	 2 	  :  ;
	 2
	
2	 6 2
	 ." 2?
 	 2
	  
 3
 3
 
	" 33
1-	
)5,$	2
2	"92


1I




   2	? 0  	   
 
 9
	 2

	, 


91	
9

2	2

?2	%	2
<%	

)"DF		2
	
2

,UF	
	?9

2	2<
0


 

	 2
	 2	62
	.2
	

0
 

 Z 6 		 	 
 
  2
 3F

'" , 	 9
  < .	?"  2
  
 
	9;	?9:0
9	?		
2	2<		9

2
	2	2
		,			

	
	
		<
09I
F62	:	0"	
	<
(	

,"MH'",


1-	
)5"(		9
	

<	2
	1'	
'
,"

%6	
	00	2

	0

<21',			
0	:
1' 	
 

	  
 	  2
 ,  1' 1-	
 )6"  2	 
			

22	2<
22
,2
3F


1'2
M				

	"
	

	
22
 2	2<
 ;" " 	 .'8 2?	 9
 2
 2	  




0	, 	 

	 
 1' 
 	 UF	
	 
  	
 		
		 
			
2
	?2	
	
82T!"LLM,
9

1'

	
2
?UF	
<
	
	 2	?$<
,"LLLH$0
,",92
 UF
	
				
1'

2	
6f		
3/ 
 
	0
	  1', 9

  1' 2  
<2	  2  22

	
6>"

0
	

UF	
F
		

9

>2?
 
		 

,"D,83	
		;A2

				
	1',9

832	
	
	2
"00
:9
	



21'		
<
	62


2
,1
"


	
	832
3F
1'	
22
2	9

$+
,",
 26 0 2  2
 1' 
  UF	
 	
 	
  	 	
		2			 9
.		,$	
662
6


? D 
  

 2?	 	 9<
	 
  <  1', 	
9
   
<2	   22
 	
 6> +'F&4"  D 	
 
 


0
9		2	,$I"
<2	
	


				

1'


>>
2

:  	0  
 	 			
, '	
 
 ," , 3 2			 	



0	2
9

9?

1',
L
?9
@<9?
	#F3
	?
<
	;	?9:9	22
	
2	F?

	1'			4#8,9?


1'9	
 	 2	 		 2  0
 261'FUF	
	 	

		
:0
9	2
:	912


 
 4	 
 ," L,  
  	
 	 06 : 91 
 

92	
2
"		9
9<.	?,9
	
UF
	
2
	

8		(1

		
2#'8*
22
	
,2		9	2:
0	92>;

Z : 94' 42
<
 R
 0
F'
 
<	 T	 	

 
  1(
	12

(?0
262







#3'#	
326	'?0	2


:
<	1'!
,",1
		"2?

2	
			
<			
01',32
"
	?2

I
F?
22		2		2
: 
0 
 0	   <		, 3

 
2 	
 	 Z  26!QF
1(4,!Q	
@<?	?
2

91(4	
2


?	41(4	
,"L,



1-	
)6"(					

<	2
	1',
4	
,"L

)

						
	

>	2	2	2
	1'
1')
1-	
)7,#?1'"	
>	
2
3F
	2	2	
:			
	:
		"
92>,
2	2<

1')

			
22	

?1'2

	0
?2
92		
2	2<
2
	.'8,&	"


1')
UF	



2?

,32
"I	9	
>	2?2>	
2?
				
1')"	

92	
0

,",



1-	
)7"(					

<	2
	1'
1')
1	
,"
 
D

%-& "1(/
) 2
	1'	
		@2

	922I	

2	2		
			2>,
0	"	22		

				2?	
	1'"1'
1')1'	


	2

?
			,
2		2
	1'	

	22
@


			
				
		"2

	


	2
	9	
:;2	
0@9$X1

,"H$

-@@"DH(00

"H8@T	
,"D,3@
"
2	1'"1'
1')

:  0	
	"		

	
:26
	0			$

-@@"D,3@		"
1'	

9


		?1'
1')	

>	
;

		?

$X1
,"H8@T	

,"D,#?		"				2	


2	1')		
		
	
	8@T	
,"D

2		)1'		
?5M

9

222
	

		

	2
	

9

8		'
,"LLH
,"
,
#?	2
		

	"
<2	

	
	22		I

	

	226	2
	1'		6"
		22
?	6>	
	
 
?	??	
  
			 (00

" D,&	"
					"9
	2
		2

	1'	

0

0
,%

:2		2		?
		
<
	


2? 	  		
  1' 
 	
 :  0
 	, 
	 		

 :  

  1'2  
<2
		
<
"	 


<2
>	 9 ;	 
 

 
	
   	 
00 
 ," H
&T
,")HW
,"LH@
,",
	


<2
>						9
>		4'2	

1'
1'
 0]
, #2	 
<2
	" 2
1 2 	 	4'


 


0
			
2

2
	'T
(4R
",(I 	 	 	

	
 

	 		 	9
>" 
0	 9
	 
	 
 : 	  
 9 		
 1'F
2
2
<2
	,3	9
	
			"		2
		


2
		
			2
	
	"	:
		"2?2
0


<2
>	,


G_"_
"_	
G-
,"LLHG4
,"LLHGS
,"HG&<	


,"LL)H0G(.
,"
)HG8	
," HG%	
,"LLHGc
,"LLMH;G4
,")HTGW
,"


!
5"		2
	1'		6(00

",

92

1'	22
<	0
		



>	
,3

	962

			

:0		@
	 		 !  
 9 92
  1' :  0	 	 	 2>
	 
?	
0	
0
	<,0		


		
?

2  

 	 2A
	  >    
	"  


2

 	 2>
	 <?	 

   0? 



 
   2, 3@ 	 		 1' 8/"  	 

	

?	 
 			"  	 0
	 <?	 9

 
	
0
92
;1'	>2<	2
?'
,"
 ,  
 
   92
  1' 	  

 	 

	 0
	, $	 	
	  			 

 		  2	 


	 		
	  
<2	  9 22
 6> 	
 	 1'


%.'F&4
	2<	?		

3<	

%
	


2
 <2	2, 	 	

	 
	 

  

 


2
		
				9	


<2	
%.'F&4,$
2	"



	

20
	0
	&T
,"
),3			>
2
;	1'	


1'
	90




	,3

<2
>			

	

	
662
6,3	
	
	

?		

	2

<2
	"  	 
	 		 4!(#3 2
  	 	"


  	
   
 
  2
  

	
2	22?	
0	


.%2?
			
9
? 'T 
 ," D, 3	 I	 

	 
 2
 


	   	9>
		 4' 2>	 	

2  
<2
	
'T(4R
",
>	2		
	2	
92
1'				
 		
    	, 32
" @  		"  	 ? 
2
	
	62
	0
	


2>	
0
	

			
$X1
,",&	"	
":

							2		2
	2>	,
1')
2	
"I				2		
0	
	,	

			

			:92
1')0
,$	2>"
	
	

?"@ 		"1')

2	

	
		 	 0			"  0
 A2				
90
?,$2	1')

	62
	0
	"
	




$X1
,",92
1')				
6	6

>	
	
	,	2	
6

		
:	?9

	2
	1')	2

 
  0
	 2F0
	 	
 : 922
 9 
2,   0 	 
	 
     (2 

%
<+
(%+"?	
<
T2F0
620]	



2		
		,3



	:0	

'/
	
			3D!* ,3	
6
M


			00
	922
	
6>	
01'),,1Q.8+F&4
	2
	0
	2>
	<?	,1	
	

	"	9>?9

1')	
		0
(%+		?9,$2	"	0
	
				6
9	
 	 2>	 	

 91Q.8+F&4	 ? 	 6 2	

 
22

		

	0
	2>
	<?	,1

"(%+9
0
	2>
	
2	2,3		

			F

2
;
 1') 	   2  0
 8@T	 
 ," D, I
?2

900	2		

	
9
1')	2

4(.! 4F(
< .2 !6 , 3

 2
 	
 2F2
 
 



9

		2

				0
	
1		"),I
?2

"	
	

 
 ? 9

  1') 

  	<
>	 4(.! :  0	 2 	
	'/
	
			,	<	0
			
		:
9	

 91Q.8+F&4 
   
 
		  , 32
 
	<
>	4(.!2
	
	
0<<@	
2	
:

20


	0

22>	
	

  22
 	
 6>, $ I"     (%+
?
			<
>	94(.!0
(%+A2	

		
			?8@T	
," ,
9	 	 
	 
	 	  2
 
 	 2	
	 			 ?
 :
92
	<	
>1'	2<	2
3<	

%
	

,32
"
	 		 2?	 	
   9I
 
0	 
 
		  0]
6	
,&			 2
	
? 1'"?	
?



0]2	220"	
	

	2

3%"
?9


2
I
9
I
	2	


2
,

 
L

' "1(/
!
  
	

	

#$(

1-	
)8"

2
1'!		"

2
1'	
	

)D		
	

9	?22
?
	20?+'&F
6
,		
			?	


	069	?9			


2
1'	
FT,2
<
?2

	22
?)h	)
	?22
?


2
1'

26)			6
,#
2		00
			9

1'
	2
"			@
?26"221'	

"2		>

22"


 9

2?

 
  920
 9
2?


 
+
,"H3<

,",$9
	
	
				


	1'	

"

	9

	0
		

	 
" 		 J 
 	  

 
F?
2

S
,"L,		


	2


2	9

1'	

	"		
6
	

9
I

M

1'	

   , $	 	 62

	"  22
 	> 


 : 	 
	 	
 : 	 

	 	 2

	 
 	

	 ?	 
 		 
	,  2F


 	 6  
22
	2
:1'	

2

			
?	


	?	?	

	2		
I
1'	

		2>
 $
2	
,", 	00
	1'	

2		
00
	
22		0

		
*9

2<	?
	

	
:
20
  9

 	 1'" 	
  
   A 
, 
		2	0			9
				2


6

	<2
>		,
 "	

3
		22	2
	":9

2<	?"9

1'
	
  22
 2  
 I 	 9
	 2
	 
* 0
	


	2

	
	,
	
			:
9

1'

>	
	29
2?


	<	
>
	,				
		20?	:	2>	

2 9 ? 
>	 2

 
	, 32
" 	 	
	 
 	 6
	<	
>	
		
2	?
:
	
	
		:9

1',$	

2
"		22			
	
	 	 		  		
 			 : 9

  1'"  	
 
22
:	2>>		?		2?	2


,

	
	
	9

2
1',1'


2				F
	O
2
			F
	.?O".*O
.O/			T<
!

"),
		F
.*O
.&
#6+
.#+	

	'
'	0<
	T	'/3	?'#'	2	#
,
		F
.O9<
<	13
2
91(,#2>"
 
 2	2
<	
F8	 %8" 9
	 T		 2	 2
	.
M

.'8"	62
		?	 8
	 
<		T					:	 2
	
	20?	8/			T<!

"),
26Ug	I
:

		2
	.
	
2	22	3U"
	62
		?	"	.'8"2	2
<	
FT	

	
<	T		
		, 	 
	 22	 2	
 	  

 "  
	 
 	
0
	<
	?

/			T<!

")+L,

1-	
)9"'						
			:9

1'
 32
92>	/			T<!

")

M

%!& 2$.?O%9+/!:&

	
	0
22
		F
.?O4
,"LL	"
	 
6 62
6 
 2 ? 	 		F
	 	 '3. 2?	 	 
		
  2
 00  0
 9 

 2 9
 9
2
	922
	
6>,		

		
	
	
	?
9

1'2  


" 	 	
	" 


 20
   		F
 .*O 	 ?  		
   22

	


20

2 			F
	.?O
.O(
,"
D,$	
	
2?9
	1'	"	
		
2	
	?
	22
	

		
	6>	0
9
		9
2

,
.?O
2	22	3FU3U

9<<	2	2
<%	

)"DF	 	2
 %   			 ?
	" 9	
 
2	2
 % 
 
<<$1.,
• 9%00		<
	

	
T
 
 2	?  ?  
  

  

 
 
  2	2<
 	 i	 >	   <	
2?	 	  

 	 			 			" 
  
2
2

20
	0	
	,9




		9


<	T		<T+
@2
T"
),

•  $1.  
  0] 
  83   
 
 0
 	

	
<
		2	?	
		:9


<T+
@2
T"),<8	
A

	(

1

 
 8		 (18 2?	 	  20
 "
90
" 922
	 
  00
  3  &"
H(	",
92
.?O
			
		
0	
	
6+
,3

?2
	0	
?2	

M

  33L
22

0
2 		
		: 

   1),	 	

	 >
0
 


<
	?3U2>		

2
2		1),$I"
 
 
  83  	
 2	 		 @ 	 	 0
	 
		
   
, $ 2	" 	 	 
	 62
	" 
2	22	F1	

2	83

62

	+

,"LL),83

	
6	

	
	
		
		
1'"
1'
	<
>	9?2
I

	, 3

<2
>	  
	9
	 
62	 
	,$		
	'.(	2
	?		
?
"

1'
2 

:	<
>	.# 
M	2>	 2?
 
	T		(1


2M
	3/c
T
,",

	
662
6	9	

		:92
.#	2	
0
    	 
	 	 4', %	 
 0 ?
9

1'2
	
:	<
>	.#	
<2
			

1

+
1+"2	2<2?	

0
'T(4R
",3			

	


2F0
		
1'
	

92

2
	2<	2
		0
	,
%'& 2$.*O%9+/!:&
2
.*O
	.#+


'F.#+?
:	


T	'
T	><	(<	
38	"(38,
3

>	


2?	

							
2	2<		>	<			9
3^
	2


	.
,"1-	
2:,$
	
6

?
T	'

9		;	2?	


	@
9
 ? 	  962		 

;

 	
 	  		, 3




		
2
3
9



'
@
,"DH8		

,")H8		

,"D,
M)


?2	9	

		:92
8	'	2<	2

3<	

 %
	

  
 	 00
	 9
	  

 T	 	  


	 
2 2
		H2 22" 2		0
9	



2
		9

2
I
			2

3%,			 ?
 2



 9
 T	
'
6
	
0	A	


	';	T

 ," , 900
1' 	 (38 		 
   2

2
,$	

	962

	"9

1'2

+'F&4 

  

   2
 	 	 3!& 	
2
	22
2	

	;
	
		 S/F, 3

 

   2
  2	 9

	  1'
	
		:
,$		
	62
	"2




	
	
0(38,,(FL2I
	

	;
	
			
	9

2
2<	?
9

3

,",3	>		62
	
2		2>		
	
		2
	9<2
>	9

2


 0
 2

 	  2<	2
   3%, $ I 	 	

	
	

 9<2
>	  9
I
 9 
	
 1' 	  2	    
,
%,& 2$.O%9+/!:&
9
 22   		F
 .O 	 	 9
  91<
 3<	



91(<?
,1			"91(
<?
 
8	1 81?:	
	 2	2
	 
 > <	, 1 9	   T	"  2	2
	  2	2< 	
	>	<		
:6
			<Q"),#
	?"9

.O2	1'2
91(<?

2?

						<Q")1-	
2:,$2	"9

 91<
3<	
:

 

?
<
	?" 20
   2>  

 	 
 	
 
MD

	22	1	
: 9

92	0
 	<Q"
),
1  	 
 2	 2
>
  
	" 9

  

  
		
21'
:

9	

	
:
6
			<?	
		3%,


1-	
2:"(		

*6
						2?
		
>	<	2
<Q"),

	 "
			6
		1'	
 
?	:6
	
2 	 
	 1'	 G 2	2<
  2
 2 	 .'8 
 
	
 
UF	
;	?92
?	29		


?2


		
22	/			T<!

"),
$ 0] 2	 2	" 9
	
  1' 

 2 		 00
	 



	,%	9
9
	
	


92



9
	
0	
	
:

23"LLM,
$	2	"1'
2I
<
2	
:	0
		I
<	
," ,1
"		92

"1'I

2

	09I

,",
M 

0"1'I
2
2	2<2	.'8,2	D		
	

2
3F
0


2	2<
2
%	"LL), %

?	.'8
.'8D2
2	2< 1'	
?9
T	T$
0:;"
%6	
		
9
	T		
2	2	2<1'%	"LL)H22
"H%
,",
2	2<
2

	
UF	
?"

1'
2	
9
	
1'				
					




UF	
,#00
"			(#+2	9	0
UF	
" 9

1'2 

:			

2
 	 ?9 	  9	0  9 2	 900
, 1 9	" 	 	
2	UF	

*2	

00	9
	



1'
26	B		C
,",UF
	
		 2?	 2			9
	
?21'"
2
" 9

 9?

  1' 2
  
 		
, $	 	

	
62
6
2?9:9

	"1'

?
2		?
2>	


,1 9

 ?
" 92

12
 	  1'?
 	 
2			9
	
	


W0
,",$	
6
	


?21
2	F
0]009
	
1'
,
	 	462


 92	F
 91"2
 9
9
9

	
1'2>	

2
,1
"
	2

"9	92	F02	
?9
	

1' 	 ? F 	 > 2		  9	 91 3 
 ," , 
2			 9
	
 
 	
  ;  	 		? 2
 


<.	?


.		;"HQ0
,"
D,$9
	2

	2
?	


!%3$
I

	
2



	2
2	?;	?96		9<
	R0

,",
2
I

					2	2	
0	
0		
<			2

,",				;		
2	
	 0]6	
"	9
	 
6 ?
?  
	
1'
;	?96<			2
	
		22
&c"F
I2&c.2
," ,
M



1-	
2)"(					

<	2
	1'1	"

 !	
#$()





*
1	
	2
	" 	
 2

:	
0
9

  1' 	  2<	2
   3<	

 %
	

, 32
" 



	
0?	
2
>

:	;

	
		

0

	
	<2
>		09			
0?	
,

0	"??	
	

""2		2
	1'	



1'	,#

D"?2	
2	1'

	
9
$X1
,"H$

-@@"D,
$	9
$91"2
B
<2C3<	

%
	



@	
		 2 00
	 
	 0
	, 	 6 
 ]  	



	?0	Z
	
6
		
MM

3%"9
>902
	
<


	3%		
2			:3%,#
	
2<	?	"		

	

2		)2
	1'	2		
?9
"
		0	
	,	
00
	 2		 	
	 9

 2
 2	 9

  


62			
"I
	
		,
3		

	

2		1'	2>	
		 	 96
2
  	 	

	 :  2
   3%  
 I

	2

		

9I
0	$X1
,",
#D"$

 
-@@ 2>

 	 
6
 962			1'	2
	
	>3<	

%
	


2<2	2
>




2	22
1
,"
, %	 22

 	 	

	 

	  	 	 2
	 


  	62		  1'" 1' 
 1') 	  		  		 
 
	
	1'	 :26
	 00			,(	
"	 



"962		1'92	

$

-@@"D,
#"
	?2
 			 2?		  
 
2	 0
  2 	 1'	, $	 

 
 ;" 	 
 2
962			>	@					
			0
	2962		
>
21'1'F*F2>		

9
0
	2
		00
		

,%	

0	D>	
962		



 9 	  0	 2>	 	

   
 :  	
  
 ? 

962		9

2	0@			1'F*F,%	
	
	62		
	>		21':	0
	2	2
I
			62
	
0
	 
	 ?  922
	   >	  20
  L >	" 

  D >	"  2	 
 L >	 
  2	
0
		62
	0
	L>	,%	
		
0)
>	 
2	2
	 
		 	2
	 0
		
#()

%#,3		0
?	<	
>1'2
I

2? 	  22
  
	 2
	 	 


  ; 	
		2	0
"
922
	
,",
ML

I" 

 ?229
	 
6

 	62		
1'	90
	,$		62

	"
1'

 	 2>	 0
 	 
 2  	

 
?"  
	
@				0
	2>
21',
		

	?
2	0
2

@						
? 	
 
>	 	0

 
 @ 	 		 8/F1'  
 ," , 3	
		 
  9<2
>	 9 2
 	 2
	 1' 	 
2
>	 	 2
	 		 0
	 @  		, $	  I
2
"
	22>0	2	1'9

5M"
	2	1'	
		
,",
#"-02	1'	
 	
	
	'/
	
22
1'		2
	0
	
	, $	 

 2
" 	 ?
  
 

F2


 9	

 
	  
 
   9 <
T 2F
0
 ,, (2 
 %
< +
" (%+, 39	
 		  2>

??2	1'@
-
,",
#D"8@T		

"@		"
2


	


 1' 
 9<2		
 	, $	 

 
" 	 6 
 
	

 
	  22
 +'F&4 	
 	
0 	 1' 2	 

0?



	<0
	
-+<2,(%+		
		I	
	,
	 	

	 

 ? 9	

   +'F&4 
 



>	?	2>	)			0

0?
,$2	"?92

0
2F0

(%+	


2>		

222
	
1'"92	

		:			90
	,/
009	2>"

00
	

	62
22
	2-"2
	962?2





(%+?
00
	2		
2
0

"2
00

2
	
22
-
,"
H8@T	
,"DH8@T	
," ,
L

1 ;" 			2
	
 92
 0
1'
" 		
 2 9

	  		2 
  2 9	

 
>	
2

,32
"I	 	 		2?	 	
 	

	" 

 
	   A 2

 	  2<	2
 	 2
	 0
	
	 
 2
    
I
 	  3<	

 %
	

, 1  >  	
	 2?	" 	 2	 
  2

0  6	
0 
92
1'	

0	0
	9
I
	2


2<	2
3<	

%
	

1-	
22,


1-	
22"'2

0	00
	0
				:9

	2
	
1'	,	0
	
0	

9
I
	0
0
	3<	

%
	


 
L

 (+,-.
#$(*
+ DFF3F2<FFj)F)F0F@<F22@FF<kF22@

,"L	

	
	
0	2
	1'		+,
%

"



222	 
			



 
F

?	, 32
"   	 
	  


 
	
2
"<2
>	
		
:	


	2
	0
		,2		28_D, 
		

28_),)
2 1'  2


  	 2	
   
 
		
 2 



3%2	

,

1-	
23"

?+ D

 -26"  
 
	
 1'  
 91(( 2  2	   	

	


?	@	2

	
	<
	

	90
	
<S

<`,3

"?9


?"
00

1'@9,$9
	2	



 9
I
9
	
	1'	2	2
	
1	
	" 5	 V 5	" " (T" T" #	 
 . 0  	 

	
R
"12
	
3!
	0

?9 
  1' 	

  6   2

 2 9	

2
?,


 
N
N
OCl
F
L

 
L

 		;9	

3

>	
	

	
<2
>		22	G
• 2>2		A;	2
	1'	2

*
 2
2<	 	 0
	 		 
 

   3<	


%
	

,
•  	 		
 : 	 ?9 
  1' 
 :  00


2
?	0
0	
<22
	,

	
	6<2
>		"	;
0	


>			

:G
• (

  2
  >  2<	2
? 
 2 
;

	00
	3%	

	2>
	<?	,
• #	
"962		
92
0
1'			


	0
	"0
2
?,
• # 	 00
	 2?	 9 
  1' 	  3<	


%
	

 2  9
I
    	  2	    


2
,

 
L)

 
LD

 	
	

 "2 $((*11"$)</$/2/
*$)8 )</$)*3"/ $2"1 
%(/3 1$=!&

	;
0	

2>	962

	



2
>
3<	

%
	

@

9		?	

2
		
2>
	<?		2	0
l

,
  0" 	 	 2
  > 
 	  


 
	
 
<2	23Q
3%,
	
62	
	 9
 	 2
	  3Q 	 	 2>
	 <?	, $9" 	
2>
		
	
	<9

2
2
			
2	6
		2,			
	20	2?"

 	 2<	?"   

 : 
		 	

 
  2		 	 	

	
 2 I 

 0 9
  20 <?, 3



2
2		 
	
20		?"6
	>?
:

 	

 
 2	, 	 
	 62
	 	
  
>	 	 9
	<	
>2<	?

2	
	22

,$		
6"	2	
	
9	

	
2>
	<?	2

,2
		

;	2
	
		"			6
	
		
:20	"			2			



	
	 2 	 	, 9
  20 <? 2	 	 

>	2<	?9<9
?:

9
, 1	" 	 6 2
 I
 
		 
 	 :  0	  
	
2<	?	
0
	,
L 

3
2
"2
	&<<	"

2	

	
2?

262

	?9
	0
	<?				:3<	

%
	

,
$	 

 2
" 	 	 
  
 2?   
>@
2	

	
	20<?		
0	
		?,
$2	"92
2

3Q	20
4
)42>		;



	



2	
;		
		
0
20,
#0">2	


92
3Q	>		2	
0

;	?9	2		:	>	<	


	2	

		,
 
L

Neurourology and Urodynamics
Bladder Telemetry: A New Approach to Evaluate
Micturition Behavior Under Physiological and
Inflammatory Conditions
Nicolas Monjotin,lo Martine Farrié,l Nathalie Vergnolle,2 Bruno Le Grand,l James Gillespie,3
and Didier Junquero1
1Institut de Recherche Pierre Fabre, Castres, France
2INSERM, U1043, Tou/ouse, France
3Newcastle University, Newcastle upon Tyne, England
Aims: Toestablish a new approach to cystometry usingtelemetry in oonseious rats and to usethis technique todetermine
the raIe of conseious decision making processes with respect to the initiation of voiding in physiological, inflammatory,
and painful conditions. Methods: The pressure transducer of a telemetric transmitter was implanted in the dome of the
urinary bladder. Arter a recovery period of at least 1 month, several investigations of urodynamic parameters were
performed arter diuresis activation by a pulse offurosemide. The model was characterized by tolterodine and mirabegron
under physiological conditions and same animais were reused to evaluate the modification of the voiding pattern under
bladder inflammation induced by cyclophosphamide. Results: The quality of traces and measurement of parameters
recorded telemetrically were comparable to those with conventional cystometry. Furosemide induced a reproducible
transient increase ofurine production and a seriesofvoids that persisted for60 min. Tolterodine reduced the amplitude of
micturition contractions although mirabegron was devoid of any elTect. Seven hours aller injection of CYP, voiding
frequency increased significantly and the micturition amplitude contraction was not altered. However, the mean volume
voided during individual micturitions and the total voided volume decreased. During a second eXpûSure to furosemide
24H aCter CYP injection, the micturition pattern returned to control, however, the mieturition volume wasstilliower than
in control. Conclusion: This telemetric model appears to he as accurate as previously deseribed in conseious
conventional cystometry, and allows the repeated evaluation of compounds which may modulate the voiding patterns.
Neurourol. Urodynam. 2016 The Authors. Neurourology and Urodynomics published by Wiley Periodicals, Inc.
Key words: bladder; interstitial cystitis; telemetry; urodynamics; voiding function
INTRODUCTION
Storage mechanism of urinary bladder can be disturbed in
many pathological situations, among them interstitial cystitis
and painful bladder syndrome. which are charaeterized by
pelvic pain, inflammation, and detrusor dysfunction leaded to
urinary frequency and urgency.l
Il is argued that animal models can contribute to a better
understanding of bladder inflammation and dysfunction. [n
rats, haemorrhagic cystitis can be triggered by the chemother-
apeutic agent cyclophosphamide (CYP). CYP-induœd cystitis is
a well-established experimental model of bladder dysfunction
due to the accumulation of its metabolite acrolein in the
bladder? In rats, an acute intraperitoneal administration of CYP
induces signs of pelvic pain,3 inflammation,4.s and alterations
to urodynamic parameters.6 .7
SO'calle<! "conventional" cystometryconsists in a continuous
bladder infusion via a catheter inserted into the bladder, at
defined flow rates, to stimulate mieturition reflex,! Bladder
pressures and voided volumes can he recorded in both
anaesthetized and conscious animaIs. In conscious animaIs,
bladder infusion cystometry may be affected by sorne
experimental biases: the reduœd movements of the animal,
an under-evaluation of the sensory element for triggering the
micturition cyde,9 and the composition of the infusion fluid.
Radio-telemetry allows access to continuous recording of
physiological parameters in fully unrestrained conditions. The
bladder is not fiUed with saline and consequently operates in
more physiological conditions. Importantly, the timing of a
void is determined by the animal, a "conscious decision" and
not only by the volume of urine in the bladder. A similar
approach has been reported in beagle dogs10 or in minipigs U If
such telemetric techniques can he applied to small animal
models in which pathophysiological conditions such as
interstitial cystitis or chronic bladder pain symptoms could
be induced, this would represent a unique taol for in vivo
pharrnacology studies, and for a better understanding of
micturition behaviors.
The aim ofthis study was: (i) to develop an integrated model
of cystometry and analysis using telemetry in conscious rats:
(ii) to demonstrate the validity of the model with clinically
relevant compounds; and (iii) to explore the possibility of using
this approach to determine whether conscious decision making
processes play a role in the initiation of voiding in physiologi-
cal, inflammatory, and painful conditions.
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MATERlALS AND METHODS El ,....."',..."'''"",.,,"""'"
-Animals
Fourteen adult female rats (Sprague Oawley, 200-250g;
Charles River, l'Arbresle, France) were kept at a constant
temperature (22 ± 2°C) and in a regular light/dark cycle,
with food and water provided ad libitum. Ali experimental
protocols were in accordance with internai Ethic committee
(CEA-CEPC-110), with the European Directive 2010/G3/EU and
French legislation decree n° 2013-118.
Data Analysis
Results are expressed as mean ± SEM, with n values
indicating the number of animais used for a particular set
of experiments. Statistical analysis was carried out using
SigmaStat 3.5 software. After checking the normality, paired
Student's t-test and Mann Whitney Rank Sum test were used
for statistical analysis. For multiple comparisons, one-way
ANOVA followed by Kruskall Wallis on Ranks was used.
P< 0,05 (') values were considered to show significant differ-
ences between means.
Study Design
Telemetrie devices. Transmitter used for these experiments
were PhysioTel PA·C40 (Data Science International), allowing
pressure (accuracy ± 3mmHg) and activity measurement in
small animais (7.8g and 4.5cc). Pressure of each transmitter
was calibrated in three points by the manufacturer. Calibration
values were checked in three points (0, 30, and 100 mmHg) by a
sphygmomanometer just before implantation and after animal
euthanasia to ensure validity of data obtained.
Surgieal procedure. Pre-operative analgesic (buprenorphine
and ketofen) and antibiotic (enrofloxacin) treatments were
given to ail animaIs before anaesthesia (isoflurane 2-4%). In
aseptic conditions, a small laparotomy was peJformed. The
transmitter was placed on the right side of the abdominal
cavity and sutured on the abdominal wall (silk 4/0) in order to
avoid contact with the bladder. The pressure transducer was
inserted in the dome of the urinary bladder and secured with a
purse string (silk G/O). After checking pressure values, the
incisions were closed with resorbable sutures (Vicryl 3/0 for
abdominal wall and Vicryl4/0 for skin). AnimaIs received post-
operative care (analgesic and antibiotic) for 2 days following
the surgery. Ail animaIs were givinga further recovery period of
at least 1 month before uslng for experlments.
Characterization of the mode!. Animal received an oral
treatment of vehicle (Carboxymethylcellulose 0.5% in water),
tolterodine (1-10 mg.kg-1) or mirabegron (1-10 mg.kg~')
in a final volume of 5ml.kg- ' . After l hr, furosemide(Lasilix·lOmg.kg-\ 2ml.kg-1) was injected subcutaneously
(to stimulate the diuresis) and the rats were placed
immediately in customized metabolic cages. Bladder pres-
sure and voided volumes were continuously recorded (IOX2,
EMKA Technologies) for Gamin following the furosemide
injection. Each animal was studied on several occasions (up
to seven times) and received the vehicie at least once.
Acute bladder inflammation. The same cohort of animaIs was
also used to evaluate the effect of bladder inflammation on
urodynamics and the voiding pattern. At Ta, CYP (150 mg.kg~J.
5ml.kg- I ), or its vehicle was injected intraperitoneally. At
T+2H30, animaIs were anaesthetized by isoflurane and the
Neurourology and Urodynamics DOl 10.1002/nau
Fig. 1. Schemalkrepresentalionot re-useof animal during theexperimenls.
Case of an animal which received one turosemide pulse (0) to control
leleme1ric parame1er•. further furosemide pul~ l hr after different oral
lreatment (characterizalion of the model) and Iwo others furosemide pulse
7H and 24H after CYP injection (t) (Bladder inflammation).
bladder was emptied. A catheter (PE-l0) was inserted in the
bladder through the urethra and an intravesical administration
of saline (GOO J.l.l) was pertorrned. After GO min of exposure, the
bladder was emptied and the animais woke up, The furosemide
pulse was peJformed 7H and 24H after CYP injection and
bladder pressure and voided volumes were continuously
recorded for the foUowing 60 min in the same conditions as
previously described. After the second furosemide evaluation.
animaIs were killed by an overdose of pentobarbital followed
by a cervical dislocation. Schematic representation of re-use of
telemetered animaIs for the different steps is presented in
FitlUII: 1.
In separate experiments. the same procedure of intravesical
administration was pertormed on different animaIs 2H30 after
CYP or vehicie injection. To evaluate a possible interaction
between furosemide and CYP. the stimulation of diuresis was
pertormed by an oral gavage (5 ml of water) 7H and 24H after
CYP (n = 11) or vehicle (n = G) injection. Urine was coUected in
metaholic cages for l hr.
RESULTS
Cystometrie Parameters Determined by Telemetry in Conscious
Rats AfteI Furosemide Injection
Typical traces (Fig. 2A) shown an example of a complete
experiment in a control animal: the upper record showing
bladder pressure and the lower voided volume. The injection of
furosemide has produced an increaseof diuresis resulting in the
rapid accumulation of urine and the triggering of a series of
voids. In this representative trace, the amplitude of the
micturition was relatively stable throughout the GOmin
recording. The pattern of voiding was such that the ICI
increased following the furosemide injection as its diuretic
effects waned. lnterestingly, individual voided volumes were
constant (Fig. 2A) despite the progressive increase in ICI.
Figure 2B shows, on an expanded time-scale. one micturition
cycle displaying the quality of traces and quantitative
parameters recorded telemetricaUy. Results obtained were
comparable to those with conventional cystometry (data not
shown). Using such records the "classical" cystometry param-
eters, Basal Pressure (BP}, Micturition Pressure (MP), Inter
Contraction Interval (IC!), and voided volume {V), were
determined.
Cystometry parameters were evaluated for 13 out of 14
telemetered rats inciuded in the study after a single oral
administration of CMC at 0.5% in water (vehicle). One animal
did not respond to the furosemide pulse in the vehicle group
and was excluded. One hour later, furosemide injection induced
a mean of 7 ± 1 voids in GO min for a total voided volume of
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Fig. 2. J1:epre~ntaljve Ira~ oftelemelric ,,",,ording after a pul~ offurosemide (10 mg.l:g-1 2 ml.kg- l). (A) One hourrerording following the furosemide pulse.
(B) Focus On one micturihon cycle wilh recorded parame!e..:BP, basal pressure (mm Hg); MP. mictu,ilion pressure (mmHg); A. amplitude of micturilion _ MP'
BP (mmHg): leL inte..conlraction inlerval (s,",,): V. voided volume (ml).
9.0±0.6ml and 1.4±0.lml per void; the mean amplitude of
micturition was 38.0± 3.S mmHg (Fig. 3).
Fig. 3. Effect of furosemide 10mg.kg-1 subculaneous injection on urody·
namics (amplitude of micturilion in mmHg and number of micturilions) and
assooated voided volumes (tolal and pe, void volume). Eaeh dot conesponds
10 one animal (n .. 12).
Pharmacological Characterization of the Effects of Tolterodine
and MirabeBron in Physiologieal Conditions
Under physiological conditions, single doses of tolterodine,
mirabegron (1. 3, or 10mg.kg-1 for bath) or vehide were
administered orally after appropriate washout periods. Time-
matched vehide-treated rats were evaluated also (seven animals).
Tolterodine reduœd the amplitude of micturition with a
signilicant effect at lomg.kg-l, when compared to vehide
(40.8± 3.1mmHg. n= 19 for vehide vs. 23.S ± 3.4mmHg. n= 12
for tolterodine 10 mg.kg-1 ). Mirabegron. at all conœntrations used
did not affect the micturition amplitude (n = 13) (Fig. 4).
Regarding the other cystometry parameters, no modilication
of the number of micturitions induced by furosemide was
observed with both tolterodine and mirabegron. as compared
to vehide-treated rats (Fig. 4, Table 1). Mean voided volume per
micturition (1.4 ± 0.1 ml) was not modilied by tolterodine or
mirabegron, and no signilicant modilication of total voided
volume, within 60 min after the pulse of furosemide, was
observed with both compounds compared to vehicle-treated
rats (Table 1).
Effect of Bladder Inflammation on Furosemide Indueed
Micturitioll$
Telemetrie evaluation after 7H. When compared to vehide,
CYP evoked a signilicant increase of the number of micturitions
(18 ± S vs. 5 ± 1 for vehide) associated with a decrease of
ICI (Figs. 7 and 8A.) without modilication of amplitude of
bladder contraction (39.9 ± 9.3 mmHg for CYP-treated group vs.
44.9 ± 8.6 rnmHg for vehicle) (Figs. 7 and 8B). CYP decreased the
mean volume of lndlvtdual mleturltlons and total volded
volume within the 60min recording (0.7±O.2ml for CYP-
treated group vs. 2.1 ± OS ml for vehicle) (Figs. 7, 8C and D).
Telemetrie evaluation after 24H, After a second injection of
furosemide 24 hr after the CYP injection, the increase of the
number of micturitions (18 ± 5) returned to the level of vehide
The effect of tolterodine on voiding amplitude was highly
related to the animal. A detailed analysis of an individual
animal is shown in Figure S, with typicaltraces illustrating a
control experiment (vehide) or with tolterodine (10 mg.kg-1 )
(Fig. 5A and B). It can he seen that, for this animal, the voided
volume is the same in the control situation compared to values
after tolterodine (1.4 ± 0.1 ml for tolterodine 10 mg.kg-1 VS.
1.3::1: 0.1 ml for vehicle). Note the signilicant f",11 in the
amplitude of the voiding (14.S ± 0.4 mmHg for tolterodine vs.
55.3 ± 1.7 mmHg for vehide) throughout the re(ording. The
total voided volume over the 60 min experiment duration was
comparable to that of vehicle treatment (Fig. SC). Therewas also
no signilicant difference in the number of micturitions recorded
in control compared to tolterodine (Table 1).
ln Figure 6. the percentage change in pressure amplitude
and voided volume obtained with tolterodine lOmg.kg- 1 and
vehide was calculated for each animal (each animal served as
its own control being treated with both vehide and tolter-
odine). Each point is the average of ail voids obtained during
the 1 hr of recording period after furosemide injection. The
expressed parameters corresponded to (ATolt,,-Aveh)/Av"h in
percentage. The same calculation was applied for voided
volume parameter. Hence. this representation taok into
account the inter-individual vuiability of cystometric mea-
surement prolile hetween rats. Under these experimental
conditions, tolterodine 10 mg.kg-1 decreased the amplitude
of bladder contraction during micturition by 42%, without a
notable modilication of the voided volume (-14%). suggesting
that whatever the individual urodynamic and voiding patterns
are, there was no relationship between micturition pressure
and quantity of urine voided.
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Fig. 4. Effect of tolterodine (Tolle) al 1. 3. and 10mg,kg 'and mi.abegron (Mira);ll 1, 3. and lOmg.kg 'on amplitude of micturition (MP'BP, A ôlnd B), on
number of mieturitions (e and D) and on voide<! volume per micturition (E and Fl. Each bar chart ,epresenls the average of parameten obtained in 60min
following the turosemiM pulse ["P< 0,01 vs vehide).
TABLE 1. Effect ofTolttrodine al 1. 3. and 10 mg.kg-' and Mi,abegron at 1. 3. and IOmg.kg-1 On Urodynamic Panmeten
Parameler (mun ± SEM)
Groups
Number of
animais
Amplitude of
micturilion
(mmHg)
Number of
micturitions ICI (SK)
Mun voided
volume P'"
micturition (ml)
Tolal voided
volume in
6Omin(ml)
Vehide
Tolterodine l mg.kg
Tolterodine 3mg.kg-1
Tolt~rodin~ 10 mg.kg- l
Mirabegron 1 mg,kg 1
Mirabegwn 3 mg,kg- l
Mirabegron 10mg.kg-1
"
"
"
"
"B
B
40.g ± 3.1
3S.4 ± 4
30,2 ± 4.9
235 ± 3.4"
4O±4.4
38.6 ± 3.1
363 ± 30
'H
H',.,
,.,
'H
'H
'H
41S±28
471 ± 37
477 ± II
354±27
380 ±44
412±47
397 ± 39
1,4 ± 0.1
18 ± 0.2
1,6±0.2
1,2 ± 0.1
1,3 ± 0.1
1,4 ± 0.2
13 ± 0.2
9.9±05
1O.4±03
10.0±0,7
10.5±0,4
105±0,6
10.1±0,6
9.3±05
'P< O.OS v~r5U5 y~hicl~.
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B
c
FiS' 7. Representative l'a= of effect of furosemide 10mg.kg-· on naive
(A) and 7H after cyclophosphamide ISO mg.kg-· injection i,p, (B), on bladder
pr",.ure and associate<! voide<! volumes.
-_..__I...."IiI
group (4 ± 1 micturitions in both groups). However, the mean
volume of each micturilion remained lower in CY?-treated
group and comparable to that after the first pulse of furosemide
(0.8 ± 0.1 ml in Cyr conditions vs. 1,9 ± 0.1 ml in vehide group).
The reason for this reduction in voided volume despite a
reduced voiding frequency was a significant fall in the rate of
urine production. Consequently, another important difference
was the total voided volume in 60 min, which was highly
decreased 24H after Cyr injection (2.9 ± 0.4 ml in cyr con-
ditions vs. 7.8 ± 0.7 ml in vehide group) (Table 11),
ln the separate experiments of stimulation of diuresis by the
oral gavage. a significant reduction (P <0,05) of total voided
volume between vehide or cyr group was observed 24H
after injection (2.3 ± 0.4 ml in vehide group, vs. 1.1 ± 0.2 in Cyr
group) (Table Il).
These results are in accordance with those obtained after
furosemide pulse and the decrease of the total voided volume
combined with a lower voided volume per micturition observed
in furosemide experiments suggest an impact of CV? on kidney
function 24H after injection. The amplitude of micturition was
comparable for both injections of furosemide and remained
unchanged in CV? or vehide conditions.
A novel approach to cystometry using radiotelemetric
recording has been presented in conscious freely moving
rats. We used weil characterized drugs. namely tolterodine
(a muscarinic antagonist), and mirabegron (a fl3 adrenergic
agonist) to explore the technique, and results obtained were
in accordance with those reported under physiological
conditions.12•11 Under pathological conditions such as inflam-
mation, the key parameters of the micturition cycle and
voiding could be assessed at the most critical time periods7
without any forced bladder infusion but rather upon
endogenous stimulation of diuresis. Commonly used models
of cystomanometry are based on the infusion of the bladder
DISCUSSION
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Fig. 6. lnlegrative represenlalion of the effect of tolterodine lOmg..I<g-· on
amplitude of micturition agains! mean voided volume. ResuJU art expresse<:!
as pelcentage oivanation oftolterodine lOmg.kg-' effect venus vehicle for
the Iwo paramele's.
Fig. s. Effect of fu'O$tmidt pul~ on Bladder pr<"Ssure and voided volum.-s
oblaine<! with th.e ,ame animallH after vehicle (A) 01 tolterodine 10 mg..I<g-'
(B) adminisl.ation. Effect of vehide and lolte,odine 10 mg.kg-' on amplitude
of mictmilion agains! individual void'"'" volume (C) for a high "'.pollsive rat.
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voide<! volume 7H (A-D) or 24H (E-H) after injection. 'P<OOS vs VehldefVehide
with a determined flow raIe of saline.I,14 The model presented
halein is based on a different approach with a bladder filling
by increased diuresis triggering rnicturitions by a more
physiologieal way.
Il has been clearly demonstraled that anaeslhesia modifies
urodi.namics in rats suggesting a reduction of bladder sensa·
tion. S--17 The anaeslhelized rat only voids when the bladder
volume of urine exceeds the micturition threshold.'B Every
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TABLE Il. Effect of CYP (1S0mg.kg-') on Bladder Pressure and Assoctated Voided Volumes 7H and 24H After Injection
Parameter (mean ± SEM)
Amplitude cf Mean voided Total voided volume in Total voided volume in
Time after micturition Number of volume pel 60mln afte. furosemide 60 min after water
Groups
'"
(mmHg) micturilions micturition (ml) pulse (ml) load (ml)
Vehic1e/vetlicle 'H 44.9±8.6 ,., 2.1±0.S 9.6±0.6 2.8±0.3
"H 421±6.9 OH 19±0.4 7.8±07 23±04
CYP/vehide 'H 4S.6±9.1 18±S· 0.7±0.2· 7.6±0.4· 3.0±0.3
"H 46.0±lS.7 H' 0.8±0.1" 2.9±0.4- 1.1 ±0.2·
·P< 005 versus vehic1e/vehicle.
anaesthetic decreased the bladder capacity and non-voiding
contractions. even if urethane was described to have the lowest
impacts on classical urodynamic parameters.'s
ln conscious cystometry. the catheter implantation into the
dome of the bladder and exteriorisation at scapular level is
commonly used.8 but it is described as inducing severe
histological changes (oedema. haemorrhage. and granulation)
and modification ofthe bladder function during early cystometry
after surgery.10.19 Moreover, animais can mostly be used once.
This telemetric model allowed an evaluation of urodynamics
for several months in the same conscious animal without any
modification of the voiding pattern. This approach allows
several tests on the same animal ta ensure quantitative and
qualitative reproducibility ofthe results. to see control and drug
effects in the same animal and ta reduce the total number of
animais. Hence. this novel unrestrained urodynamic approach.
allowed conditioning of the animal. behavior and welfare
without technical impairment of bladder function.
Furosemide. a loop diureticwith a short half.life.wwas used to
stimulate an intrinsic diuresis and increased the number of
micturitions about sevenfold. The selected dose (10 mg.kg- J ) was
chosen ta ensure good reproducibility of the voiding pattern for
1 hl. The pharmacokinetic proftle of furosemide enabled severa!
injections in the same animal on different days producing the
same regular increase in the number of voids during the 60 min
of recording period. In this series of experiments, furosemide
induced no modification of the voiding pattern even after man;;:
pulses in contrast ta previous reports in dogsJO and in rats. l
These contradictory results regarding voided volumes per
void may be explain by the difference of species, dose. and route
of administration of furosemide (2 mg.kg-1 in dogs, Lm.) and
duration of the recording.
Regarding bladder pressure levels in rats recorded by
telemetry. they were comparable to conventional cystometry
obtained in our laboratory (data not shown) and results
reported previously.22.23 The differences of bladder pressure
levels between conventional cystometry and telemetry re-
ported by Moody et al. 21 could be explain by the implantation
techniques in the bladder dome. The latterdescribed significant
reductions in simultaneously measured basal and micturition
pressures by telemetry when compared to conventional
technique in rats.
A substantial inter-individual variability was observed in
this study. although comparable to that of conscious conven-
tional cystometry, and it was due to the unrestrained
conditions of moving rats and catheter positioning!4
[n arder to explore the. use of the telemetric model the effects
of mirabegron and tolterodine was evaluated on urodynamic
parameters and voided volumes"'H6 Il was observed \hat
mirabegron induced no modification to either micturition
pressure or nequency. The effect on bladder pressure was in
New'ouro/ogy and Urodynamics 001 lO.l002/nau
accordance with data reported by Sadananda et al. but in this
study. mirabegron increased the lCl.12 These differing results
could be explained by the approach of the two methods: one
was based on bladder infusion at constant rate which
stimulated a forced bladder reflex and the other by the
stimulation of the diuresis. Moreover. the relevance the fl3
adrenergic impact of mirabegron on urodynamic parameters
was demonstrated mostly in pathological conditions such as
bladder over-activity?6
ln keeping with previous studies using conventional
cystometry tolterodine decreased the micturition amplitude
but did not modify the micturition intervaLil However. an
interesting observation was that the voided volumes were not
reduced despite a lower micturition pressure suggesting
that magnitude of contraction during micturition is not
involved in the control of voiding. Determination of voiding
could be probably more related to sensation as described by
Saitoh et aL in a model of vesical pain. and this bladder
discomfort correlated with a decreased bladder capacity or
urgency.27
In conclusion. our resuits demonstrate. that the main effect of
tolterodine was on bladder pressure not on voided volume.
lnter-individual differences were probably not related to the
pharmacological efficacy of tolterodine but rather to the
specifie urodynamic profile of individual rats.
In order to evaluate a modification of the voiding pattern in a
pathological condition a rat model of interstitial cystitis was
induced by injection of CYP. The effect of furosemide was
evaluated 7H after CYP injection. during the amte phase of
bladder inflammation and associated pain28 with urothelium
necrosis and cell apoptosis,29 as weil as 24H later during the
chronic phase of inflammation but when urothelial reconstruc-
tion had begun?9 Hughes et aL have recently demonstrated
that acrolein-induced urothelium damages began 2hr afterCYP
injection?O The intravesical administration of saline for 1 hr.
2H30 after CYP allow a standardisation of the acrolein exposure
for ail the animais and ensure a better reproducibility of
the mode!. Moreover. this technique was also developed for
further pharmacological evaluation of drug candidates for lC
management.
The number of micturitions 7H after CYP injection was
increased significantly compared to the respective physiologi-
cal control experiment in the same animal. Moreover. the
voiding pattern after CYP treatment was dramatically modified
with a low voided volume per void. A correlation between the
increase in number ot voids and bladder pain/sensation was
reported but wlthout evaluation of ulodynamics.ll With
our mode!, the bladder reflex was not stimulated by an
artifidal mechanical filling but by a more physiological one via
the kidneys. This suggests that when an animal dedded to
void, it was not only based on the volume but mostly on bladder
)


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sensation9 confirming a modification of the bladder sensation
related to function in rat interstitial cystitis elicited by CYP.
24H after CYP injection, the number of voids following
the furosemide injection was reduced markedly. Comparable
results were obtained after a water loading in the same
infiammatory conditions demonstrating that this phenome-
non was neither due to a possible interaction between
furosemide and CYP or its metabolites, nor to a loss of the
pharmacological efficacy of furosemide during the second
pulse. These results rather suggested that CYP induced a major
modification/reduction of the diuresis)2 probably by a strin-
gent water retention at the level of the proximal nephron.n
Such a model can demonstrate this effect with an urodynamic
evaluation because in infusion models, only the bladder
function is assessed and not ail the lower urinary tract.
Moreover, voided volume per void were similar at 7H and 24H
after CYP injection, and much lower than in the physiological
situation confirming that voiding pattern was still affected 24H
after CYP injection as described in other studies?,n
This set of experiments demonstrates that a telemetric
approach allows the reliable evaluation of urodynamic
parameters. When associated with measurements of voided
volumes and linked to a furosemide induced diuresis it is
possible to have reproducible patterns of voiding without
modification of measured urodynamic "dassical parameters"
Moreover, this work demonstrates that voiding pattern is
certainly mostly triggered by the sensation and not by the
volume, especially under inflammatory conditions,
This telemetric model is likely to record more c10sely
physiological and pathophysiological functions of the bladder,
rather than previously described conscious conventional
cystometry based on forced bladder infusion. Thus, this
telemetric models in small animais (rats). will now allow
the pharmacological evaluation of compounds. which could
modulate the voiding pattern either by targeting detrusor
contractility or afferent outflow.
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F16357, a novel protease-activated receptor 1
antagonist, improves urodynamic parameters
in a rat model of interstitial cystitis
Corre~pondem:eNicolas MoniOtill,lnstltut d~ Rt-dlerche Piene Fabre, Ca~tTe), france. E.mail, nlmlas.moniotllLlèl'lefle.fabre.com
Rcceived 2 DecemlK'1 2015; Revised 17 "-{.arch 2016; Accepted 10 Aplll 2016
N f\'tonjotin l, J Gillt'Spit?, M Fêlnié1, I~ Le Gr;lnd 1, n JUllqut.'rol and N Vergnolle)
'Iml/hlr d" Rffllt'Jf:II" Pit'rlt' Fllb1l.", Cfl5I11!$, Fr.III"". 2N.·...L·fI.U/" U"iI"l'rJ/ty, NL....·WI/'" ""'HI 1}71". EUs/"'kl, "'kl 'IRS/}. U"h"t'7"lili d" 11»,/",,_'\1',
INSERM, fI'o'RA, INP·f.NV7; U,t/l'ITsiti,w Thu/llusr-J P/lid s.,b.'/iI'~ li/ll/fKIS", Frfmrt'
BACKGROUND AND PURPOSE
The aims of Ihe present sludy Wefe to chafacterize the role of PARl in Tat b1adder under inflammatol)' conditions and determine
whether il selective PARI ant<lgonîst, F16357. can prevenl the pathophysiologkill symptoms of cydophosphamide·induced
inlefStitia! cystitis (lC).
EXPERIMENTAL APPROACH
Immunohistochemistry, contractile activity in iso!aled b1adder <Ind urodynamics were determined befoTe and after
cyclophosphamide treatment. f 16357 was adminislered intravesically during the acute phase of inltammation, and effecb on
PARI and PAR1·related bladder contraction ev.duated 24 h after cyclophosphamide injection, Urodynamics and associ<1ted
voided volumt"S were recorded 7 and 24 halter cyclophosphamide.
KEY RESUlTS
ln control conditiom, PAR 1 W<lS present only in some umbrella cells. Cyclophospharnide disropted the urothelium and eKpression
of PARI by ail remaining urothelial cells. Alter F16357 treatment, urothelial damage W<1S absent and PAR 1 immunoreactivity
simililr to control tissues. Thrombin and TRlR-NHz induced bl<1dder contractions. These were increased in inflammatory
conditions and ant<1gonized by f 16357 in a concentration<lependent manner. ln Ielemetric ellperiments, furosemide increased
urine production and voiding Irequency for 60 min, 7 h after cyclophosphamide injectlon. Intravesical administration of f 16357
b10cked these changes with a retum to a physiological profile; 24 h after cyclophosphamide, Ihe volume of micturition was still
lower with no i"crease ln number 01 micturitions. fl6357 30).lM reduced Ihe number 01 micturitions and improved bladder
capacîly, but did nol affect diuresis. Under similar ellperiment<lJ conditions, lidocaine 2% i"dueed comparable effeclS.
CONCLUSIONS AND IMPLICATIONS
PARI 1s ellpressed in raI bladder, overactivated in inflamm<ltory conditions and involved in bladder function and sensation.
f16357 could represent an interesting candidate for 1C treatment.
AbbreviatiOIl5
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!CI, intC'r-rol1trattiol1 inll'rvil!; lit, immUn01'NClivlly; MlF, macrOflhage migration inhibition faclor; M l', ll1ictl.lrittol1 l'rcssurt';
SitE, 'iCrum rbpome eh.'nH.,II; T, ti1l1e of înlc.::lion; TH...., Trh-lJufferctj saUne; 1"1\...:1'. rm.-Twl'('n: V. voidlXl volume ]lcr
lIlicturition
Cl 20161..lbot'lot~ Pit<'" fd>r~. BrilW\IOUfnolo/ """rmacology DOI;10.1111Ibph.13Sl!1
publishf<! by John~y& Sons Ud on bdlaK of British """rmacologi<oI ~ty.
Thil is an~n ac<n11 "'lid~ unde' lM '"ml of t~ Cr~alM! COllVllon. AlUibution-NonCom_n:ioI·""o..w. lk ,~,wl'Kh p«"";u u... ood distribution;' any me..
d;"m, p<0Yi<lfll m~ original won: b PfOp«1y <'lf<!, !he ..... ;., non-<om~cial and no modificalion. or o>dajll&lion ~ mo>d~.



N Monjotîn et al.
Tables of Links
GPCbD
PARI
PAAl
PAR'
PAR'
Enzymesb
COXl
Neutroph~ e1ast<»e
Neuronal NOS
LIGANDS
Acrolein
Cydophosphamide
Furo:;emide
GTPyS
Lidocaine
TfUR-NH1
Thrombirl
Th<'!Se Tablei list key protein targelS and ligandl in this artkJe whkh are hyperllnkl!d to correlponding entri<'!S in hllp:I/WWN.guidetopharmacol<>g)'.OI'g,
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Introduction
l'he n....in roh.'s of the orlna')' bbdder are storage of on ne and
voldlng at sodally oonvenielll moments. Several pathologl.
cal situations sllch as Intemltlal cystltis {IC) and Illadderpaîn
syndrome (BI'S) are characterizcd by pelvlc pain. Inflamma-
tion and detl1.lsor dysfunctlon. The symptoms of IC and Ill'S
comlitute a number of idiopathie hcterogcneous disordcrs
wlth unlmown cause that are manifesl as incrcased urinary
frequency and urgency (Hanno t'I al., 2015). Unfommalel)',
at the present time, thcre is no effective treatment for these
di.seaSl's.
Cyclophosphamide (CYP)-induced (}'lilitis is a well-
estab1ished e:tperimelllal model of bladder Inflammation
and d)'sfunction due tO the aIXumulation of lts melabolîte
anolein and damage tO the urothellum ln the bladder
{Co:t, 1979). ln rats, an acute t.p. injection of CYL' indu(es
signs of pch·lc pain (Saltoh t'I III., 2010), inllammation
{Lecci /'1 al.• 2000; Augl' fI III.. 2013) and alterations in
urodynamic parameters {Hu cl III., 2005; Dornl'Ues I!/ al.,
2014). Importantly, this acule model drmofiSlrates man)'
features of lC ln humans. We bave reœntlydescrlbed a tele.
metric appro.lch ta evaluate, ln the same consclous animai,
urodynamic parameters ln control conditions and after CYP
Injection (MonJotln ('1111., 2016). We now use thls approach
to evaluat(' dl\lgs acting on lower llrinary tract dysfunctlons
Induced by CYl'.
l'rotease-ilctivated reœptors (PARI. l'AR2. l'AR3 and
l'AR4) arr a unlqul' dass of r('Cl'ptors that carry theiro ....n li-
gands telhered to the receptor compiex. TI1C protease deaves
Ihe N-terminal pan and allows receptar self-activation.
Among theSl', Ihe PARI. a GPCR, Is activated by proteolytic
cleavage of the N-terminus by lhrombin and trypsln
(Dery 1'1 al., 1998). Some studies ha\'e shown that CYP
Induœs an Increased expression and function of the l'ARs in
biaclder (Dattillo and Vlzzard, 2005; Molfatt, 2007).
rroteases relea.sed during blaclder Inflammation play a kl'Y
roll' ln the urlnary system and lIyperalgesla in rodents. and a
defiCiency of l'ARI expression rcduccd blaclder Inflammation
(D'Andrea 1.'1 Ill., 2003; Saban 1'1 (d.. 2007). The Intraveskal
administration of PAR-activatlng peptldl's feSu!lS ln a local
inllammalory rca(tion (Saban l't rll., 2007), and thrombin
stimu!ates the release of macrophage migration Inhibitory
factor (MlF). a pro-Inflammatory cytokine. br urothelial œHs
(Vera el al., 2010).
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Consequently. l'ARs seem to be involved in bladder dys-
functions. The Invoh·ement of l'AR2 has been extensively
studled (Mottait, 2007). However, a de1initlve roie for l'AKt
in IC physlopathology and associated bladdcr dysfunetions
has yet to be eSlablished in functlonal models of lo"'\'r
urinarytract syndromes.
The ahlls of the plesent study were ta characterlze the
loles of PARI in rat blaclder under inflamrnaIOl)' conditions
and dctermlne whether a selective PARI antagonist. namely.
F16357. «lll prC\·ent the pathophysiologlcal alterations ln
CYI'-induced le.
Methods
COl1lpJifl/lœ Witll relJuiœl1lellts {orexperilJlelltaJ
rlesiSII, stal islial1 OII(llysis fl/uf Ir!qlli relll('lIls (or
stl/dies IIsil/S (mil1lals
Seventy-six adult fcmale rats (Spra~:u(> Dawley or Wistar Han,
200-2S0 g; Charles RÎ\·er. l'Arbresie, France) were kcpt, al
least two per cage (polysulfone type 129tH wlth shaving
liUer), at a constant temperature (22 t rc), with controlled
humidity (40-70%), eOfltrolled ventilation (more Ihan 10
changes Il 1) and a reglilar IIgllt/dark c)'de (12 hll2 h, 07 Il
to 19 hl, wlth food and laI' water Ilrovided fUI libllm".
AnimaIs wcre aet"Ilmatizcd to thelr conventional envtronment
for at leMt 5 days afler their arrivaI. Music \Vas broadcastcd in
ail animal fadllUes and enriehment sllch as toys or cotton was
given when oomjJ<ltibic wlth the experimenlS.
Ail animal care and experimemal procedures were in ac·
cordance with the 2010/63/EU DirectÎ\'e on the protection
of animals llSed for scientific purposes and Fren(h legislalion
dccree n°:ZO 13_11 R and weil? approved by the Internai Ethic
commlttcc (CEA·CEPC-1l0 approved on Mareh 16, 20t3).
The experimental procedures use<! ln the work descrlbcd ln
tllis article were as humane as possible. Animal sludiC5
are reporte<! ln compllanee wlth the ARRiVE guldellnes
(t:ilkellll)' cr III., 20tO; MeGrath & Ullcy, 2015).
CYI'-lndoCl'd IC ls ;> well·describro mode!, and most of
the bibliography on thls modells on mouiIC and rats. 8ladder
telemetry has a!ll?ady been studied in rats and justifies the se-
I('(;tion of rats for these studies. Moreovcr, this work and espe-
elalty the iu ,,11'0 experiml'Ilts rely on pr...... lousl)' describcd
e:tperiments on bladder pressure e\'a!uatiorl by telemetry ln
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rats. In ail IlleS(' experiments, no analgesia was given 10
lhe animais after CYr Injection because evaluation of Ihe
('ffects of compounds was essenlially oosro on bladdcr func-
lIon Il'Ialed 10 sensallon/pain. Nevertheless. a behavioural
evalualion of the pain was performe<! regularly (presence
of plOS(', chromodacryorrhO<'a. huncllro !>ad:. alxlomlnal
liclin8 andlor piloereçlion) te ensure Ih31 internai criliçal
end points weTe not excœded and ln compllanœ wlth
ethical procedures. Moreo\'er. animais w('re placed under a
heating 13mp FOI al l<,asl 4.5 h after CVl' injection ta avoid
CVP·lnduced hypothermla. No animaIs had 10 IX' kllled
du<' to ('ltllcal issu('s.
The ratlonale For lhe chosen group size, to obtain a repre·
sentalive ('valuation of phannacological effect of lesl<,d
COlnpounds, was ('valualed by a stalÎstidan and approve<! by
lhe int<'fnal ('thical commlu('e. For pr('llmlnary hr ";rro
expertmenls relaled 10 immunohislochemiSlry, in which no
statlsllcal analysls was performed, only three animais per
condilion were uscd, wlth a total of /1., 9 anImaIs. For altier
expertm<,ntal conditions, Ihe numlX'r of animaIs use<! is pre-
senled in ligure legends. ln organ balh chamber experlmenlS,
alleast one slrip was lreate<! wlth "ehlcl(' on ('ach dayofthe
expert ment ta en.sun> Ihe reproduclbilily of Ihe tesl, Ihus
explainlng the difference ln group slu: belween f16357-
trealed suips and vehicl<,-trealed Slrips ln bath physiological
and inflammatOlY conditions. TIll' dlfference ln group sIle
observed IX'tw<,en physiological and innamntalory condi-
tions in organ bath challllX'r experim<'nts was r<,lalro 10 the
anticipation of a major Impact of CVP on animal welfare
below Ihe end points al whlch tl1<' animaIs would need to
be killed. HOI'l'ever, no animaIs reached Ihl'Se end points,
and the supplelllentary strips WNe included in lhe n>sults.
ln the telemetric experiments, Ihe diffen>nœ in group SUl' was
due 10 a I05s of bladder pressure signal. RandomlUllon of
animaIs was perfonned on lxxly welght for 11/ 11//1) experill\('nts.
No randontizatiOn was peJfonnro for telemetric experim<,nts
because Ihe .:mlmals were reU$<'d for different groups.
Daia were not re(orded blindly, bul analyses were. Exper-
iments and audit were carriro out ln a quailly en\'ironment
asS<'sse<! by r('gular audits (onducte<! by Ihe quality assurance
unit and in respect of illlernal standard operating procedures.
5tudy design
/11 lIi/melln/llatio" 0(FJ6357 ili
mRj-owwxpœssed mmlil iOl/s
1J<'/('fIIÛIWtiO" o{liglJlIll e{fi(//çy 11)' ["15S}-GT/'yS bi",li".'l (IJS"Y ill
COS-7 ails rm/lslmlly exp't'Jsill.~ Imll/ml /lIRI. ReœplOI'
linke<! G llrotein activalion of l'ARI was delennined bl
measurlng the stimulation of I:<5Sj-GTPyS (1000 Ci·mmol )
Incorporation, essenliall)' as prevlolJsly described (Wurch
el al., 1999). Brieny, COS-7 œlls weil' trall~ienlly transfecl<,d
with pRK5-Pt\RI plasmld, eodlng for the human l'ARI, by
electroporalion. Membranes of COS-7 ceUs expresslng
human PAR 1 were pf<'-lncubate<!30 min with FI63S7 alone
or ln the presence of Tl'1.I_R·NH2 (3 IIM) ln a buffer
containlng 20 mM HEI'ES (pH 7.4),0.1 IIM GOl', 3 mM
MgCh and 100 mM NaO. TIle n>actlon was slarte<! wlth
0.4 nM fISSJ_GTPyS ln a final volume of SOO III in 96-well
F16357 for the management of interslitial cySlitis
plates, and hlcubatlon was perforrned for an addJlional
30 mIn. Experlments were terminaled by rapld filtration,
and counting was perfomled uslilg a Toprounl mieroplate
sdnllllation eounler (P<'fkin-ElmerJ. Basal binding iS defined
as 0%. Hfica()' ls expresse<! relath'e 10 IlsS)-GTPyS blnding
stimulale<! by 10 J1M TFllR-NH 2 (:100%), and antagonist
f'O":ncy was determined "Sain51 TFUR._NH, (3 J1l..t).induœd
IJ5S1-GTPyS bindlng.
SerulII RespollSt' EIt'III/"U1 (SRE}d('pt'mku/ /IlÔf<7115<' (Ictil1/Y il!
COS-7 (t'Ils eJ.'pœssirrs IIUIIII/II /lIRI. COS-7 cells were c(>.
transfected wilh plasmld ex pressing human l't\R 1 (1 I,g) and
the SRE·luclferaS<' f<'pon<'f gene (S IIg), sœded ln 96·well
plates, and luciferaS<' activilies \'l'ere rnrosured 48 h post-
lransfectlon ln scrum-<teprived cens as pf<'viously descrlbed
([)(> Vries d 111.,2006). FI63S7 wasadded L5 min befon> the S h
agoni51 t!l'atm<,nts. luminescence was detected ln a TopcoullI
lumÎnometer (rerkln·Elmer) and expll'ssed as a percentagli' of
TFLLR-NH2 (l IIM)·inducoo SRF.·ludferasc reslXlnse.
1JIllJIIII/ull is tocllelll ist1)' experiII/ell t.s
CVI', 150 mg.kg- l , or lts \'ehlcl(' (saline) l'las Inj<'ctoo bllal<'f-
ally l.p. in a final \'olume of 5 mL.I.:g-1 10 lnduce bladder In-
flammation cr= 0). Al T + 2.S h. animais wef<' an<ll"sthelized
by isonuran<, I.S% (0.5 L·mln- 1 l'cr animal), and Ihe bladder
was emplled. A calheter (rE·JO) was inserted in the bladd('f
through the un>thra. and th<, Intravesical adminislration of
saline was performed. The urinarr mealus was clampe<!, and
Ihe (alheter was remove<!. After 60 min of exposure. the
clamj) was f<'mo\'ed the hladd<'r was empli<'d and 111(' anI-
mais "''ere relUmed to thelr home cage 10 f<'co\'er. Animais
l'lere plaœd under a heatlng lamp aftu Ihe CVI' injection
for up 10 4.5 h in order 10 a\'old CVP-inducro hypolhermia;
24 h arter CYl' injection, the animais were anaC$theti~edwllh
pentobarbital (60 mg·kg l, 1 ml.·kg 'l and killed by (,I"\'leal
dislocation and the bladd<'rs exdsed and fixed for 2 Il in 4%
paraformaldehrde in l'BS. Th(' blad<!Ns ....... r<' then washe<! in
VBS and IramFerred 10 solullons with progr<,ssi\'ely higher
sucrose concentrations (JO, 20 and 309ti) to aet as a cr)'~
preS<'rvant. TIle Iissues \'l'<'re subsequently 'snap·froz<'n' using
isopentane. TIssue scctions (7-8 Ilm) weil' CUl al -2SoC,
place<! on 1)()lylysille~ooloo slldes and alr·drit'<l. Sections
weil' washed ln Ttls-buffered saline crBS), l'BS Tween (1'BS-1)
and subjcele<! ta a TBS wash ()'c1e for 5 min al each slage.
Primary antlbodles were dlluted \Vith PBS wllh 1% triton-X.
Comblnalions of primary antihodles W<,l'(' th('n plaœd on
each sllde and ineuootro overnighl at 4°C. l'rimary pol)'.
clonaI antibodîes included were against l'ARI (1:100; Santa
Cruz, Cat No. $C-R202), vimenlln (I:SOOO; BloGenex, Cal.
No MU074-ue), COXI (I:IOO; Santa Cruz, Cal No. 5[·1752)
and neuronal NOS (i:SOO; Santa Cruz. Cal No. 648) W<'Te
used. nlese antibodles wen> chosen because they have been
characl('rt:t.Cd al the molecu.lar le\'('1 for Ihe speclfic epitope
(sel' rnanufactUTers dala sh<'e1s). After ovemighl incubatlon,
sections were washed in TBS, T8S-T and TBS and lncubaled
wlth approprlate secondary fluorescent anrlbodics: lllouse,
goat and rabbit primary anlibodles \'l'ete vlsuallzed using
donkey antl-Illouse/goat/rabbit IgG amîbody conjugal<'
(Mol<,cular l'robes) Alexa Fluor 488 or 594 for 1 h ill room
lemperature. SlIdes were lhen washed, a drop of
Vectashied/DAI'lwas addro, and eov('red with a caver sUp.
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Sections were vl{'Wed using an Oiympus BX61 fluores-
cence microscope wllh .dO, ><20 and ,,60 objectives. Images
werecaptured using an Oiympus X~t 10 monochrome camera
ln 16·bit digital format and exami ned using Image J software
(Natlonallmtitutes of Health).
Iso/afC'd b/addus coII/mclili",
At TO, CYl' or Its vehicle "'as administercd as prevlously de·
scrlbed: 24 h after CYP inlection, animais IWH' anaesthetl:zcd
wlth pentobarbltal (60 mg.kg-', 1 ml-kg ') and k1lled byœr·
vical dislocation, nl" urlnary bladder was promptly re'llO\'ed
and plJœd ln oxygenatoo modlfied Krcbs--Henselelt solution
of the followlng composillon (mM): NaCl 114, KCI4.7, CaClz
2.5, MgS04 1.2, KHzl'04 1.2, NaHCO-, 25 and glucose 11.7
(pH 7.4, oxygenated with 95% Oz and 5% COz). The b1adder
WilS cleaned of connective tissue, the distal and proximal por.
lions were remo\'oo and the bladder waSCUllongitudinally in
IWO equal strips. The strips were Immersed ln glass organ
baths containlng the oxygenated Krebs--Henseleit solution
maintained at 37"C.
After an initial stabilizatÎQn period of al 1east 90 min at a
basal resling tension of 1.0 g, slrips WeTe expo!icd 10 KCl
50 m~'l to verity viabiUly. Arter further stabl1lzation and
washing, one concentration of F16357 or "ehicle (D~1SO
0.3%) was addcd 10 Ihe bath for 30 min. Then, a cumulative
COllœntration-respome ClJrV(' or the respollSe to a single ad-
ministration ofTFllR-NHl (a sel«:tlve l'AR l-activatmg peptide)
and/or thrombin (a nJlht' l'ARI proteaseJ was performed.
/11 vivo experil1lC'l/t.'î
11'1mlPtric (wlicr.5. The lransmlners used for these
experiments \Vcre Ph)'sioTel HO-SIO (Data Science
Internallonal), al10wing pressure (accuracy ±3 mmHg) Jnd
activlty measurcments 10 be obtained ln smJlI animais
(4.4 g and 3.\ cc). The pressure of each transmiller was
calibrJted at 3 points by the manu(Jcturer. Calibration
vJlues wete cllccked al thtee points (0, 30 and 100 mmHg)
bya sphygnlOlllanOllleter jusl berore Implantation and Jfter
Ihe animai had bcen killcd to l'usure lhe validlty of lhe data
obtalnOO.
Surgictl/ procft//lJf'. l're-operalÎ\'e analgesic (buprenorphine
and ketofen) and antibio!ic (enrofioxacln) lreatments were
given 10 ail animais before anaesthesla (isoflurane 2-4%). ln
aseptic conditions, a srnall laparotomy was performed. The
transm1tter was plaœd on the right slde of Ihe alxlomlnal
cavity and suturcd on the Jbdorninal WJII (silk 4/0) ln order
10 avoid contact ",ilh lhe b[adder. The pressure Iransctuœr
was Inserted in the domeof Ihe urinary bladder and sccure<!
w[th a purse string (silk 610). After checking the pressure
values, Ihe incisions were dosed with rcsorbable sutures
(Vlcryl 3/0 for alxlominal wall and Vicryl 4/0 for skin).
,\nimals received posl-opl'ratlvl' cart> (analgesic and
antiblollc) for 2 days followlng the SUrgl'TY. Ali animais Wl're
given a further recovC'T)' period of al least 1 monlll beforl'
bcing used for Ihe experiments.
llefore cyslometric analyses, allinslrumented rats wl're ac-
cllmatized 10 lhe experlmental environ ment and basal
urodynarnic paramelers cstablished for ail telemelered rJlS
using a furosemicle challenge as described prevlously
(Monlotin et dl" 2016).
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MNlsml'rlwr,1 of TlIOt/J7/11mle fHlTllmrlm bJ' Il'Ir1llPtry. Naïve
Insttumenled rats recl'lved an Injection of furosemide
(lasilix·JO mg·kg " 2 ml·kg l, s.e.) to slimulale diuresis
and were lmmed[atel)' plaœd in customized metabollc
cages. Bladdet pressure and \'olded volumes ",etc
conlinuousl)' rcoorded for 60 min follo.....lng the furosemide
pulst>. Cystometrlc evaluation \\'as petformed on conscious
(reel)' rnoving raIs, and parallleters rc<:orded werc
mlcturitlon pressure (MP), basal pressure (BP), amplltude of
mlcturltlon (,\ = 1\'11'·81'), inter·contractlon interval (ICI) and
\'olded volume per micturltlon (V).
After J washout period, another set of experlments WolS
perfonned on the SolIne anlmJls. At 1'0, CYP 150 mg'kg 1 or
lts \'('hicle isallne) was administered. At T + 2.5 h. animais
were anat"Sthetixed using isoflurane 1.5% (0.5 l·min ' l)Cr
animal), and the bladder was emptled by gentle pressure on
the abdominal wall. A catheter (PE·IO) WolS lnserted ln lhe
bladder through the urethra, and the intravcsicai administra·
tion of saline, FI6357 30 iJM or lidcx:aine 2% WolS performoo.
The urinary mealus was lightly clamped, and the cathelerwas
removed. After 60 min, the clamp was removed, Ihe bladdl'r
was emptled and the animais were returned 10 lheir home
cage. The furosemide protoooi was perfomled 7 and 24 h after
CYl'lnjeclion, and bladder pressure and voided \'olullles were
continuollsly rccordcd as previously described. Aflcr the
secood furoscmide evaluJtion, animais were anaesthetlxed
wlth penlobarbilal (60 mg.kg 1. i ml..kg l, and kit1ed by
cervical dislocalion. Then, each transmilter was remO\'ed
and lhe pressure caHbralion checked.
Dnta WU/ sfatistiC{// (///(/Jy~is
Resulls Jre expressed as mean ± 5EM, ",Ilh Il lndicatlng the
number of animais, strlps or [ndel>endC'nt 1/1 vilroexperimenls
used for a partlculJf set of experiments. For ill ,i'", e.~perl·
menls in recombinant models, isotherms were analysed by a
llonllllear regresslon tl'rlSlll. Graphl'ad) to yleld ICso vJlues.
Kb values of antagonlsts for Inhibition of agonist action
were caicuJatl.'d according to Lazareno and BitdsaU calctll.1tion;
Kb = 14i1l + [(agonistl/ECsoll (LazaretlO and Birdsall, 1993),
where [agonist] Is the conœntralÎ(m of TFJ.LR·NH~ ln the test
(La7.arenO and Birdsall, 1993). Values given are from at least
live independem cxl>erlments perfOrtllOO olt Icasl ln dupllcate
for [JSs]..cTl'yS experiments and quadruplicatl' for
SRE.luclferase experlml'nts.
Statlslical analysls of data was carried out using SigmaStal
3.5 software iSystat). I;or isolated bladder experiments, a
two·way "NOV,\ fo1Jowed by a muitiple comparison versus
vehicle wilh the Holm-Sidak method was performed only if
F achieved P < 0.05, and Ihere was 110 Signlftcant variance
ln homogeneity. For tl'lemetric experiments, Student's paircd
'-test and Mann-Whitney rJnk sum test were used. Values of
P < 0.05 ",cre ronsidered 10 show significant differences
belween means. The dalJ and stallstical analysis comply with
the re<:olT1mcndJtions on experimenlal dl'Sign and analysls
in pharrnaoology (Curtis <', Ill., 2015).
Equipl/lmt
lw/mM blM/ler COrl/T(lC/;OIlS. For [solatOO bladdcr
experiments. Ilssues wl're placed in organ bath chambers
(f.MKA Technologies). Isometric lension trnnsducers (rrso,
f.MKA Technologies) were connected to amplifiers, (EMI(,\
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Technologies, and contractile n'sponses were Il'corded using
IOX2 softwal'l,' (EMKA Technologies).
{" \11'0 eo'lpcrimenls. Telemetry cqulpment {Daia Science
International} was lnterfacoo with (>.u}'MATRIX and IQX2
(EMKA Technologies). HD-SIO telemetry 1r.lllsmlUers were
used in conjunetlon with RPe·1 reecivers. For volume
measurement5, customill'd 11'50 lsometrlc tl"1lnsducl'T'S
(f1..iKA TI'ç!llIologlcs) weil' used. W'eighlng signais were
con\'erled through an analogue-to-dlgital 11'50 converler
(f1..iKA Technologies). For telemetrlc. cystometrlc and
,·olded "olume Il'CQrding, animaIs were freely llIovlng in
customized metabolic cages (fedmîlal»).
Drug5
CYl', lidocalne. Ihrombin, TFLlR-NH2 and al! Il'agents for
buffer preparation were obtalned from Sigma Aldrich.
eSS].GTI'yS was ootained fron] l'erkin·Ehner Ufe Science
and furosemide (I.asllix·, from local pharmacy.
F163S7 (3-(khlorophenyl}-1 +~-(+- f1l1orobenzy1rplpcrazin·
1·y1]·propenone) was S)ll1hl'Sized in a medicinal d1.emlstry
deparlment at PIerre Fabre Rescarch Institute.
Materials used for surgical procedures wcre obtalned from
C..nll'3'·.. t.
Results
III vitro evalllatiolJ O{P16357 i/I
HI RI-OI'erexpœssl'C1 culldil iOll5
ln a [J''s]-GTPy5 binding assay at hum an l'AR· 1 thrombin re-
œptors, Fl6357 had no agonist aet!vity when tested alone
(data not shawn), hUI antagonized 31'M TFLlR_NHz·lnduced
IJSS].GTI"rS binding with pKb "alues of 6.04 (5.61-6.82)
(Figure IAl. In a standard SRF....ludferase reporler gene assay
in PAR-I transfe<:t..d in COS-7 eells. 1'16357 antagonÎlI'd
1 ).lM TFlLR-NHz-lnduœd luminescence with a pJ.:b value of
5.49 (5AS-S.65) (Figul'l,' 18).
Collectively, these resuhs d<'monslraled thal F16357 ex-
erls an antagonism against PARI ln various models wlth a
Ilhamlacologlcal potency between 5.49 and 6,(}l d<'pendîng
on the level of Il'Q'ptor expression. ,\JI th~e resu1ts arc in
aocordanœ \\'ith t hase prevlously reporled ln the publication
of l'erell.'/ al. (2009). In whlch compound 139 repll'scnts the
FI63,~7.
Figure 1
COllcentrationodependenl cffect of F16J57: on TFUlI.-NH:,indueed
G·prOiein activalÎOn (n • .s îndcpendenl experimenU) (A) or on
TFtLR-NHl·induced SRE·lueiferne <lCtMty (II • 5 independent
e~perinl<'fm)(B); both in the membrane of C05-7 cells.
of the lamina propria, bUl there appears- 10 be little damag.. tO
the sub-uroth<>llal interstltlal cells. Ail of the UrotlJel~ll eclls
remalnlng aft"'" CYl' were strongly l'ARlolR, The 'punetate'
diStribution \Vas IOSI. Qualitatively, these observations
suggl'5ted an lncrease<1 expression of PARI in Ihe basal
urothelial cells aftN CYl'exposure. Inll"1lvcsical administration
of 1'16357 (30 l'M) 2.5 h after CYP treatmenl appcared to
induce lesos damage (Figul'l,' 2C1.I'ARI·IR ...as agaln Il'Wietro
la a small population of umhrella cel!J;. Nole that, howe\'er,
ln thescction iIIustralect, lhe lamina propria was stU! eo'lpandro
(Figure 2C), Therefore, the local administration of FI6357
appeared 10 prcvent the st'quence of ('\·('1115 underpinning
urothellal damag.. possibly by pl'l,'v('nting the overexprcsslon
and acti,'atlon of l',\RI.
lJIRl il/ll//III/OIWlc/ivil)l (IR) in II/(' la/fm{wall
o{t}lt' hlmfller
Sections of the laierai wall of the hladder w('re exalllÎned for
l'ARI IR after Irt'atmeru ,,'ith elther "ehicle (Figure ZA, eomrol)
or CYl' (Figure 28). ln control rats. tll(' urothelium, stalned
with an antlbody la NOS 19l'l,'en apP<'ars as a 1II11ltilayered
structure, arrows: (+)]. PARI-IR can be sœn (red), bul this is
lacallze<! to the umbrella cells, Not ail umbrel1a cells were
l'ARI·IR wllh large areas showlng no pARI·IR. No pARI·IR
was delected in cells of the lamina proprla or muscle Iay..r;
2'1 h after CYl' treatlllent, theœ was a clear dlsruptlon and
damage la the urOlhellum (Flgull' 28), Cells of Ihe urothelium
ha\'e !leen lost, and the barrier Is absen t or rcduccd to a single-
œil layer. Such changes are often assodalcd wlth an expansion
Erreet o{ !J.\R! activatiOIl ill tlle vlarlder
Typleal traces, demonstratlnga concenlnllonodependenlln·
crease ln the amplitude of micro-contractlons evoked by the
l'AR I-selocti,'e acUvaling peptide 11'LI.R-NHz, are shown ln
Figure 3A, 8. In physlologîcal conditIons. th(' arnplitud(' of
lhese contractions was <0.1 g and lncreased up to 0.7 g N h
after CYl' treatml'nt.ln bath physlological and lnllammatory
condillons, Pl'l,'ueatlnent wlth 1'16357 3O).lM suppressed the
maximal contraction elicited by TFlLR·NHz (Figure 3C. 0)
and reduced the rhylhmlc lnstabllity. A sl)C("ific analysls
based on ,ln evaluatlon of the AUC of micro-<:ontraetlons
showed that these micro-contraetio!lS were reduœd by 411%
after 1'16357 (30 ).lM) lIeatm('nt {Figure 3D},
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Figure 2
Lo<:ation of IR to PAAl in cMtrol (A), CYP-treatOO (B) and CYP .. fI63~7-treatOO bladden. (A) Sections 01 the laierai wall 01 the bladder Irom a
control rat iI1ustrating the regÎOnallzoo loca~ntion of IR to PARI (rOO) to primarily the umbre/Ia cells of the Ufothe/lum (0). The lumen (Ium),
lKomelium (lKO) and lamina proprio are idl'fltilied_ Regions of the urothelium dl"V(lid of PAAl-IR are alsa apparl'flt (+). The section is countet"-
ltained with an antibody to NOS (grE'('n) and the nuclear marker DAPI (blue). Catibfation bars (A), (B) and (Q JO mm. (B) Sections of lateralwall
Irom a rat injected with CVP. Note (a) the disruptiM and 1055 01 the urothelium down 10 a single celllll)'er and (b) the appearance 01 PAR l-IR in
.111 epithelial Celil. No PAAl-IR was lound in the lamina propria interstitial cells. These sectÎOns are al50 stained with an antibody to llimentin
(Vim: green) to ldentify interstitial,e/ls. Calibration bars (B) 40 and 15 mm ln (a) and (h). (Q Images Irom bladders from CYP·treated animais that
alsa had Intraveska! f16357(30 "M). The section iscounterstainedwith an antibodyto NOS (grel'fl) and the nuclear market" DAPI (bllll'). Note the
absence 01 urothelial dam<tge and the regional dhtribution 01 PARI-IR to the umbreUa cells. A1so, a region 01 the bladder wall where the
Iamlno proprio has el<p.1n~d (*). Calibration bars (C) 100 mm. (.a) 2<l .and (b) 15 mm.
Under control conditiollS, TFllR·NH~ il1duCl.'d
roncenlration-~pt'ndt'nt contractions from l "M (thresh·
old) up to 100 "M, and the maximal amplitude was about
0.6 g (correspondlng to 14% of KCI 50 mM contraction).
FI6357 decreased thl' TFllR·NHrlnduœd bladdcr contrac·
tion ln a concentration-dept'ndent l1lannt't wllh a total
6 British )olJfnal of PI1armacology (2<l16) 00 0--00
blockade al 10 and 30 "M (P < 0.05 for bOlh) (Figurt' 4A).
These results demonstratl' lhal lhe PARI WilS Involved in
the generatloll or 11l0dulatlon of rnicrCK:ontraclions in the
lsolaled bladder; 24 h afler CYl' ITeatment, TFI.LR·NH2,
Induced cOllccntratlon-dependent contractions of bladder
slrips from 1 ~M (threshold) up to 100 ~"l. The maximal
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Figure 3
Representative traces of in vitro bladder contraction recording. Effect of cumulative concentration-f'esponse curve with THLR·NH2 (1 xl 0 7 up to
1xl 0 -4 M in semi.logarithmic Increment, each arrow represents one concentration) ln physiological conditions (A) and 24 halter CYP Injection
(8). Effect of F16357 (30 jJM) on the cumulative concentration-response cUNe to TFLl.R·NH2 in physiological conditions (C) and 24 h after CYP
injection (0).
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Figure 4
Upper panel: concentration-response CUNes for TFLLR·NHz-induced contraaions of bladder strips ;n vitro. Effect of pretreatment with F16357 or
vehicle (DMSO 0.3%). Physiological conditions, n = 5 for ail concentrations of F16357 and n = 7 for vehlcte group (A). Pathological conditions,
24 halter CVP injection, n." 6 for ail concentrations of F1635 7 and n =10 for vehide group (8). Lower panel: effect of prelTeatment with F163S 7 or
vehicle (OMSO 0.3%) on thrombin 3 U·mL 1 inrubation folowed by TFLUl..NH2 100 jJM-induced contraction 01 bladder strips in vitro. Physiological
conditions, n = 5 for ail groups (C). Pathological conditions, 24 halter CVP injection, n = 6 for vehicle group and n = 5 for F16357 group (0).
amplitude was abo It 1.1 g (corresponding ta 27% K 1
ontraction) and was twofold higher in infiamed li ues
ompared witb control conditions. Pretreat01ent with
F16357 decrea d the TFLLR- Hrinduœd bladd r contra -
tian ln a concentration-dependent manner From 10 ~M up
ta a Lotal blockade at 30 ~ (P < 0.05 for bath) (Figure 'lB).
The pl 50 values of f16357 were 5.32 and 5.07 in control
and inflammatory condjtion respectivel. These results
suggest that PAR1 is more In"olvOO in lhis pathological
condition and that the potency of ·16357 was not modi6ed.
British Journal of Pharmacology (2016) •••--... 7
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ln a separate ~ of experlments. thrombln (a PARI
selective protease. 3 U·ml. 1) and TFLI.R·NHz (100 "M) ln·
duced tirst a phaslc bladœr contracllon followed by a tonlc
change with an increase ln rhythmic contractions in both
physlologlcal and CYl' conclltions. ln physiologlcal conditions
(l1gure 4C). bladder contractions were arolHld 0.3 g wlth
thrombln and 0.6 g willl TFLlR-NHz. FI6357 30 "M
antagonlzed both mt'ans of stimulation [pwtease (P = 0.(6)
and agonist peptide (P < 0.05)1. Z4 h after CYl' (Agure 40),
thrombln and l'FLLR-NHz contracted the bLldder to a 1318er
e.~tent, and the associated mlCTO<Ontractions during the tonlc
phases weTe a1so Increased (not shawn). In Innammatorycondi-
tlons, 1~1635730 "M aboli!Jled bolh thrombln- andl'A.LR-NHz·
lnduced b1addcr contraction (p < 0.05 for bath actlvators).
TIK'se data œmonstrate that the blad<!er l'AR 1 signalling
pathway can be activated br two diStinct mechanlsms. F16357
suppressed bath tllrombin- and TFUR-NHz-induced bladder
contractions (p < 0.05) and b10cked wch agonlsl·lnduced
increase ln micro<ontractlons in physiological and
Inllammatory conditions.
Erree/ o{ lJ.I R1 IJ/o(karle 011 cys tOll/el rie
parallle/ers
l'ypical traces rerorded in control and after CYl' Injection
(ISO mg·kg l, l.p.) are shown ln Figure SA. ln both re<"ords,
the upper trace shows bladder pressure and the lower volded
volume. Furosemlde iniectlon Induced an Increase in the dl-
uresis, whlch resuhed inlhe rapid producllon of urine, blad-
der filling and the triggering of a serie; of several voids. A
perfect thlle match between IndÎ\'ldual volded volumes and
lllaxllllai pressures corresponding to mlcturltlons wasobtalned
ln ail records. TIll' amplitude of the mlcturition was almost
stable throughout the 60 mm recording.l'he pattern ofvokling
was such that the ICI increased following the furosemide
Inlection and, in the las! 30 min. ils diuretic eIJects waned.
lnterestlngly, indlvidual \'oIded volumes W('f{- oonstant
(Rgure SA) dC'spite the progressh"E' increase in ICI.
Seven hours aftCl' CYl' injection, a furosemide pulse
Induced an Increase ln the number of mlcturÊtlons and a
decrease ln ICI wlthout any modification of lhe amplilude
ofhladder contraction (Figure 5B, upper panel) as compared
with control. CYl' alsodecreased the mean \'olume orlndlvld-
ual micturltions, as weil as the total voided \'olume within
1 h. fl6357 (30 J.lM) restored lhe physiological urodynamic
profile and mean voided volumes (P < O.OS) (1~lgure SC).
Erreel 0{F/6357 011 /llOcl)lIlOlllic pamlllelers ÎII
mIs
ln the abse.nce of CYI'-induced inflammation. no notable
modification of th{- cystometry parametelS was obtained
afler a single intra\'csical injection of FI6357 30 ).lM,
regardless of lhe tlme of furoscmlde pulse 7 or 24 Il (data
not shawn).
ln rats lreated with CYl' followed by an lnlraveslcallnjec-
tlon of vt'hide, a furosemide challenge at 7 h resulted in
18 :t S micturilions of 0.7 :t 0.2 ml (mean volume of
individual micturltions). The intfa\'e;ical adminislratlon of
Fl6.~S7 30 "M reduced Ihe mÊcturitlon frequency and ln-
crease<lthe lndlvidual voided volumes to restore the so-<:alled
basal urodynamic Ilaramelers (r < 0.05 for bath); howe\'er,
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Figure 5
Rep,~nlative trace5 of lelemetric recording alter a pulse of turose·
midI.' (1 0 mg·kg ',2 ml·kg ') in ph)'5iological conditions (A), alte!
CYP-induced inflammation (8) and alter int,ave)ÔCal administration
01 f16357 30 J.lM 2.5 halter CYP Injection (C).
the micturltlon amplitude and the total \'oidt'd volume
were nol slgnlficantly affeCled by the FI63S7 trealment
{Figure 6A-O). When th{- furosemide challenge was rep{-aled
al 24 h, the tOlal \'oÊœd \'olume was redur:ed by aboul 60%
when compared wltll tlll' 7 h tlme poll1l, thus affeetlng the
number of mlcturltions (only 4:t 1). This reducllon ln total
volded volume, œsplte a reduced \'oldlng frequency, was ln
accordance wlth data previously obtalned, and corresponded
to a signirlC:ant fall in the rate of urin{- production as prevl-
ously reponed (MonlOlln 1'/ (l/., 2016), The Intra\'eslcal
administration of 1'16357 30 IIM significalltly reduced the
mlcturltion frcquency and lncreased the lndhidual \'olded
volume; in a coml)arabie magnitude as those at 7 h
(P < 0.05). Agaln, the amplitude of mlcturltlon and the t01a1
volded volunll' were not affl'cted by this phannacologlcal
treatment (Figure 6f.-H). TheS<' data demonstrate that the
local treatment of FI6357 (30 "M) for 1 h ln the bladder
IUlllen was able to reduce the number of micturltlons, an
effett lasting for \lp to 22 h post-lnfu5ion.
Erreet 0(1idocaÎlle Ollllrotl)'IJ(IIIIÎC pamll/Ners ill
CYP·twaled rats
After the 7 Il furosemide pulse, lidocalne 2% reduced Ihe num-
ber of mlcturilions and Increased the mean Individual vokled
volumes when compared wlth vehicle {P < O.OS}, wiihollt
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Figure 6
Effect of intravesical administration of vehicle (n ~ 7) or F16357 30 l'M (n = 6) (0.6 ml for l h) 7 h (A·D) and 24 h (E·H) on the number of
micturitions (A and E), the amplitude of mieturition (B and F), the mean voided volume per micturition (C and C) and lhe total voided volume
in 1 halter furosemide pulse (0 and H). Dotted Une represenb the mean values obtained with intravesical infusion 01 vehide ln physiological
conditions (n = 4).
affecting th th r urodyn. mi parameter (Figu 7 -Dl.
Wh n th furosemid chaU nge wa ret ted al 24 h, a
reclu Ion ln the micturitlon frequen was also observed, and
th other parameter' me uœd \ n 1 affected Ignificanlly
by th IId caine 2% tœatment (Figur TE.-H). 111CS data
UpportUl Id a Ihatredudng sensaUon couldbea k ycompo-
nenl for alIeviatin the urodynamic disturbances mediated b a
pOl" rfut inllamm tory agent in thi r311 mod 1.
Discussion
The pre nI study ugge ts that P Rima be a novel th ra-
p utlc in Ih manag ment of 1 . Furth rrnore, phnrrna olog-
ica! action of a el tlv PARi antagonl t. F16357 Perez
el al .. 2009; Ramachandran el al., 2012), ma b particularly
lIseful in the alJeviation of 1 symptom. Firstly, the data
demonstrate lhal P Rl expression increases in innammator
British Journal of Pharmacology (2016) ••••_.. 9
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Figure 7
Effeet ofintravesical administration of v hicle en= 6) or Iidocaine 2% (n =7) (0.3 ml for l h) 7 h (A-D) and 24 h (E-H) on the number ofmicturitions
(A and E), lhe amplitude ofmlcturition (8 and F), the mean voide<! volume per micturitlon (C and G) and the total voided volume in 1 halter furosemide
pulse (D and H). Dotted fine represents the mean values obtained wilh intrl!vesieal infusion of vehicle in physiologieal conditions {n =9}.
conditions in the rat urothellum, in the well-establi h d
model of haemorrhagi cy titis induced by VP. econdl,
fun ional studics demon rrate a physiologieal respon e
in 01 Ing PARI bath in isolated bladders and in conscious
freely lUovlng rats. Interestingly, the omp und FI6357
exhibit d a one ntratlon-d p nd nt antagoni m of P RI
and demonstrated a clear impro ement of the ymptoms of
bladder sensation induced b VP.
Protcases Ii!;e tryptase CBoucher 1'111/.. 199; kragly ('t rll..
19 9) or l1eutrophiJ elasta e (Kur mil u el n/., 200S) ar re-
l ased during inflammation, and their 1 v 1 ar ound to be
in rea d in urine from 1 pallent. Thr mbin, another er-
ine protease with a high affinity for PAR l, plays an important
role in Lhe induction of Inflammation and pain ( ergnoLl ,
2009). ln rat bladder, the distribution of P Rs i weil
establi hed for PARl. PAR3 and PAR4, but PARl has yer to be
furth r cha ra emed {D' ndrea et (//., 2003; Moffatt, 2 7; Vera
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el n/., 2010). evertheless, the presenc of l'ARl was conlirmed
ln rat bladder by Vera in 2010 and has recenlly been Ml wn to
be involved in bladd r pa,ln by KOUZOUk.:1S in 201 S. but i roll'
in bladder fuoetion has et t he establi hed (Vera et CIl., 2010;
Kouzoukas et 1I/., 201 ). In human bladder cells (Urotsa), ail four
LI typ fPAR ha been weil haracl rized (Vera el (/1.,2010).
TIle ftrst goal of thls work was la study the modulation of
PAR) expre sion in the rat bladder wall ln bath ph siological
and Inflammatory c ndition . The present lindlngs demon-
trate that PARI 1 001 P sent ln orne urotheliaJ œil under
control, non·inflammat r conditi Il . However, 24 h aft r
YI' injection, the uroth lium is damaged, and the r main-
ing urothelial cells were also found to expres PAR1. No
l' RI was found ln lamilln propria despite expansion of the
inlerstltial pace as ocialed \ ith the inflammation. These
r ul in rat bladd rs ar different from III e in mouse ln
which inflammation decrea ed th PAR1 expre sion
L
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(D'Andrea cl Ill., 2003). The observations obtained here
demonsuate thal local administratiOn of a PARI antagoniSt
(F16.157) during the aUJl<,' phaSt" of lhe Inllammation (i.e. Z.5 h
after CYl' Injoctlon) (l..anlerl·Minet el 11/.. 1995) Umlls Ihe
urothellal damage and ellminates the Increased exprcsslOn of
l'ARI-IR. Howewf, It dœs not app·ear to mO<letllle Ihe
expansion of the 11111/;'/11 PlIJf'rill.
More<wer. PARI is involved in bladder pain in animal
models (Kouzoukas el III., 20 15). TIlese findin!Çi associated
wlth the Immunostainlng !l'su1ls dl.'rnonstrale the lJOlenlial
of a PARI anlagonlst, namely, F16357,ln Ihe pathophyslol_
ogy and treatment of le
The second sel of experiments <k>monstratcs a functional
role for l'AR 1 ln blaclder contractions after stimulation by el·
ther an enoogenous protease (i.e. thrombin) or an agonlst
peptide (i.e. TFLLR·NHz) (Vergnolle, 20(9).The increased ac-
tivltyof PARI was demonstrated ln bladder inllamlllatlon,
in Ilnewlth the Increased exprcsslon of Ihe targel. 1'0 thebest
of our knowlcdge, the functlonal Implication of l'ARI has
neVet bren rt'fJOrted in rat bladder conttactlllly, and l'AR 1 ef-
f('('js are selectively and conœntratlon-dependently antago-
nized by F16357. ln the present experlmental conditions, a
smaller bladder contraction was obtaincd wlth thrombln
than with TFllR-NHz, which ("Ould he explalned either by
the presence of natUTal allti-protease or by an off·target effcct
{Benezra 1'1111., 1993; Lalleur el (lI.. 2001; Tran and Stewart,
2003). At the concentrations tested, a differenœ ln efficacy
bctwecn Ihe two agonisLS is not rclatcd to an insufficient con-
centration of thrombln bct:ause 3 Ui.mL 1 was supram~illlai
(dala not shown). Another explanatlon could aiso be related
toa difference in the mochanhm of PARI·induœd açtlvatlon
because TFlLR·NHz dœs not dlsplay any enz)'nlalic actlvlty.
Moreover, rh}'1hmlc contractioJls were felJOrted b)' Nakahara
ln 2004 afler trypsln-induced bladder contractions ln CYI'-
trealed rais (Nakahara et tll., 2ClO-lJ. In Ihl,' present work,
thrombin and TFlLR-NHz al$O induœd rhythmlc detru$Or
conlraetlons that were reduced by F16357. Ali these data con-
finn the roll,' of l'ARs and especlally PAR 1 ln rhythmic con-
tractions. In Ihese conditions, the concentration-dependent
ant3gonlslll Induced by F16357 on dl1ru$Or conuactlllty
demonstrates that p,\RI ls a very interesting target for the
management of blaclde.r overactivlt)' and the exacerb.ltlon
of the bladdcr sensitivity dcscribed ln IC paUl,'nts (Grover
/'1 Iii., 2011). Ncverthell'$S, ln order 10 evaluate the involve-
ment of blaclder semitivity in the blad<k>r contractility, the
relatlonship belween l'ARl exprcsslon ln the urotheliulll
and detru$Or functlon warrants further Inl'cstlgatlons.
ln the next part of thls slUdy, the etfects of FI6357 were ex-
amlnl'd ln an Integratlve animai model of IC Induœd by CYl'.
As desaihed preo.'lousl)' (Monjolin 1'1 al., 2016), radiotelemetry
enables contlnuous l'l'CQrdlng of urodynamic paramelers in
fully unrestralnedconditlons in consdous animais. Thf,' bLaclder
Is not filled artificlally wilh saUne but urine following as part of
an endogenous diurcsis. Consequently, biaddcr filling and emp-
tyIng operale in a mort' physlologlcal condition {Iluyuknacar
/'1 a/., 2008; Andersson 1'11'/., 2011 J. As a rault, Ihe timing of a
void is determlnl'd by the animal. a consciOus decision, and
not only by acth'iltion of rellexes wllE'n the bladder is full. The
deciSion of the animal tQvoid therefore Involves the inu.'gration
of muillple inputs: palnful sensatiOn and volume sensations
(F,astham and Glllesple, 2013).
F 16357 for the managemenl of interstilial cystilÎs
Uladder function was recorded at the criticallime periods
aftcr CYl' Injection (Oornelll'$ ft fil., 2014). In acute Inllam-
matory conditions (i.e. 7 h after CYl' Injection), furoscml<k>,
a ioop dluretlc with a short haU·life (ulxlate ANSM No\'embcr
2010), greatly Increascd the number of mlclUritlons and de-
creased the voided volume per micturllion compared wlth
Ih(' physlological staIl,'. This change ln the volding pattern
is consistent with the Idea that the introduction of palnful
bladder sens.ltions, as a remit of the CYI'-induced cystilis,
contrlbutes tO the declslon to void (Co.~, 1979; Sailoh elul.,
ZOla; Pesslna /,'/ al., 20 (5). FI6357 was tesled ln thls stringent
rat model of IC, ln order to evaluate the effe<1 of a l'ARI an-
tagonist. nlese telemetric data demonstrate a very c1ear ben-
efici,ll effect of a short and local administration of FI6357 on
voidlng pattern and urodynamic parameters, thussupportlng
an hypothesis for the involvement of a l',\R component
(DaUllio and Vlzzard, ZOOS; Vergnolle, 2009), especlally
l'AR 1 ln the bladdcr pain sensation fl<ouzoukas el 11/" 2015).
These heneficlai effects are mallitained durlng the duonlc
phase of inllammation up to 24 h Uezcrnlk n Ii/., 2003).
Interestingly, furosemide Induced a different effect on
urine production at th(' two dlfferent limes of recording;
24 h after CYl' injection, Ihe number of voids was reduœd
marke<lly ln ail groups. Wc have prevlously reported the same
rcsulls afler waler loading instead of lhe furosemlde pulse
(Monlotin el fil., 2016), thus ellminatlng a possible Interac-
tion bctwecn furosemide and CYl' or ils metabolltes, or a loss
of the pharmacological efficacy of furosemlde durlng the
second pulse. These observations couid probabl)' be induœd
bya major effect of CYl' on kidney function (Kim el III., 2011).
Local administration of Ildocalne, a therapeutlc option
for IC management (Henry l'Ill/., 2015), was evaluatt"d, and
compatable results with FI6357ln amplitude and duratlon
\Vere obtalncd. ln humans, ltltra\'eslcallnstillatlons of lido-
caine 2% may intcrrupt the self-f>I?rpetualing neura-
innammatory cycle presented in IC (Henry ft III., 2015). In
the CUITent experimental modei, the comparable effocts ob-
taine<! with lidocaine and FI6357 ronfirm the invoh'ement
of pain sensation in the modification of the \'oiding paltem.
Collectlveiy, these resulu show that l'AR 1 antagonisfll plays
a key roll.' ln the control of bladder pain elthel by a direct ef-
fect on receptor or by an Indirect mechanism wlth inhibition
of $Oille Inllammatory cytokines such as MLF (Kouzoukas
tllll., 2015).
Flnally, Ihe urodynamic and Immunohistochelllistry
resulLS suggest an effect of FI6357 on the urothelial rccon·
stmctlon, but further explorations (espedail)' on the kinetic
effect of (16357) arc requlrcd. Several hypotheses can be
proposed, such as the role of l'ARI antagonlsm ln the
acccleration of the urOlhelial repair, the preventlon of
urolhellum damage or a combinatlon of I>oth.
Conclusion
This work has d('monstrated lhe presence of l'AR 1 ln the rat
bladder and Ils Îlwoh'ement ln bladder function and sensa-
tioll. The local admlnislration of the novel selective l'AR 1an-
tagonist FI6357 elicits robust and durable dfecls on bladder
contractllity, urodynamics and bladder pain sensation.
Helice, FI6357 could repre.sent an Intercsting candidate for
Ikitish Journal of PIlarmacology (2016)·· ...... II
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IClI'B5 ueatmcllt because ltlmproves 1II0st of the p.1thologl.
cal fealUres, nalllely, pelvlc pain, inflammation and dctruror
dysfunC1ion.
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anesthésie générale ou régionale est l'examen clé pour le bilan
et le diagnostic. Classiquement cet examen peut mettre en
évidence des glomérulations de la muqueuse vésicale avec ou sans
lésions de Hunner. Cependant la cystoscopie peut parfois être
5 normale à la phase ini tiale et avec une absence de lésions de
Hunner. Elle permet dans le même temps de réaliser des biopsies
de vessie et une hydrodistension vésicale. L'hydrodistension
consiste en une dilatation de la vessie avec de l'eau réalisée
sous anesthésie. Les autres examens complémentaires, imagerie,
10 bilan urodynamique, biologie, cytologie ne sont pas
indispensables au diagnostic mais sont utiles pour le diagnostic
différentiel car le syndrome de la cystite interstitielle reste
un diaqnostic d'exclusion.
Il semble exister deux catégories de patients ceux qui ont
15 des altérations de la paroi vésicale et notamment des lésions de
Hunner (20% des cas) et ceux qui n'en ont pas. Cependant il
existe un continuum entre ces différentes présentations
cliniques. Il est difficile de connaitre le nombre exact de
personnes atteintes par cette maladie, qui est probablement sous-
20 diagnostiquée. La prévalence varie selon les pays. En Europe, les
estimations vont d'une personne atteinte sur 12500 à une personne
sur 1500. Aux Etats-Unis, la prévalence est estimée à un individu
sur 1500 environ. Si les deux sexes peuvent être affectés, 90%
des patients souffrant de syndrome douloureux vésical sont des
25 femmes. Ce syndrome peut atteindre les personnes de toute
origine, mais la prévalence de la maladie semble plus importante
dans les pays occidentaux et les pays nordiques.
L'étiologie du syndrome douloureux vésical reste
indéterminée. Différentes études suggèrent que sa
30 physiopathologie est multifactorielle. Plusieurs théories
pathogéniques sont proposées même si aucune de ces étiologies ne
peut être retenue comme étant le facteur étiologique unique. Il
est surtout possible qu'il y ait des implications et des
interactions entre ces différents facteurs.
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Un mécanisme infectieux, même si des analyses bactériennes,
virales et fongiques réalisées chez des patients atteints du
syndrome douloureux vésical n'ont jamais pu incriminer une cause
infectieuse responsable de cette affection. En effet, les
5 patients ayant un syndrome douloureux vésical ont souvent des
antécédents d'infections urinaires et 50% d'entres eux voient
débuter leur maladie dans les suites d'un épisode infectieux.
Cependant, jusqu'à maintenant, aucun facteur infectieux ni
bactérien ni viral n'a pu être retenu comme étant à l'origine de
10 la maladie et les traitements anti-infectieux sont inefficaces.
L'infection avec des germes « atypiques» a été proposée par de
nombreux auteurs. Il a été suggéré que les germes retrouvés dans
le syndrome douloureux vésical ne sont pas les agents directement
incriminés, mais leur présence peut être responsable d'une
15 réaction immunoallergique qui joue un rôle dans sa survenue.
Une altération de la perméabilité urothéliale la muqueuse
vésicale est couverte par une couche de mucine qui est composée
de nombreux glycosaminoglycanes et de glycoprotéines. Ces
glycosaminoglycanes ont comme caractéristique de posséder une
20 charge négative leur permettant de former une barrière hydrophobe
imperméable. Cette couche mucineuse empêche ainsi l'urine de
pénétrer dans l'urothélium. Chez les patients atteints du
syndrome douloureux vésical, cette couche est défectueuse et
l'urothélium est anormalement perméable. Par conséquent, les
25 substances potentiellement toxiques dans l'urine pénètrent la
couche musculeuse de la paroi vésicale et dépolarisent les nerfs
sensitifs entrainant les symptômes du syndrome douloureux
vésical.
- Une réaction mastocytaire ; des cellules mastocytaires ont été
30 trouvées dans la paroi de la vessie chez 30 à 65% des patients
atteints du syndrome douloureux vésical. Les mastocytes
contiennent des granules cytoplasmiques comportant des
substances, telles que l'histamine, les leucotriènes, les
prostaglandines et les tryptases. Toutes ces substances
D
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interviennent dans la réaction inflammatoire. Dans le syndrome
douloureux vésical, l'œdème, la fibrose et la néovascularisation
peuvent être dus à la libération de ces médiateurs transportés
par les cellules mastocytaires. L'activation des mastocytes est
5 dépendante de la substance P et les études en microscopie
électronique ont montré une augmentation des terminaisons
nerveuses riches en substance P au contact des mastocytes.
Globalement, il semble exister un rôle important de ces cellules
mastocytaires dans le syndrome douloureux vésical. Si le rôle
la exact primaire ou secondaire des mastocytes dans l'étiologie du
syndrome douloureux vésical reste débattu à ce jour, beaucoup de
recherches sont axées sur la compréhension de l'activation de ces
cellules et leur responsabilité dans la symptomatologie.
- Le mécanisme neuronal; c'est le processus par lequel les nerfs
15 arrivent à sécréter des médiateurs locaux de l'inflammation. Il
existe dans le syndrome douloureux vésical une augmentation de
l'innervation sympathique et une activation de la
neurotransmission purinergique. L'existence d'une inflammation
neurogène locale pourrait être à l'origine d'une cascade de
20 réactions en chaîne. Ce mécanisme est décrit dans le syndrome
douloureux vésical aussi bien que dans d'autres syndromes
douloureux, comme la fibromyalgie, le syndrome du côlon
irritable. Le composant majeur de ce mécanisme est la substance
P. Cette théorie s'appuie sur la présence d'une concentration
25 importante de substance P et d'un nombre important de fibres
nerveuses contenant de la substance P dans la paroi de la vessie
de patients atteints de syndrome douloureux vésical. De façon
intéressante il a été montré que la concentration urinaire en
substance P est proportionnelle au degré de douleur.
30 - Un mécanisme auto-immun; 5% des patients porteurs du syndrome
douloureux vésical sont atteints d'une maladie auto-immune:
lupus, thyro:idite, sclérodermie, polyarthrite, syndrome de
Goujerot-Sjogren. Un certain nombre de travaux argumentent pour
des modifications immunitaires dans le syndrome douloureux
D
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vésical. Néanmoins, un mécanisme auto-immun ou le rôle exact du
mécanisme auto-immun dans le syndrome douloureux vésical demeure
controversé. L'altération de la perméabilité urothéliale peut
avoir comme conséquence des réactions inflammatoires et auto-
S immunes pouvant expliquer la pathogénie du syndrome douloureux
vésical. L'existence du facteur kappa B nucléaire activé dans les
biopsies de vessie des patients porteurs de ce syndrome a
renforcé cette théorie. Ce facteur a été également trouvé dans
d'autres maladies auto-immunes, y compris l'arthrite rhumatoïde,
la les maladies inflammatoires de l'intestin et l'asthme bronchique.
Mais aucune étude n'est concluante et les modifications des
réponses immunitaires ne sont pas spécifiques et pourraient
n'être que secondaires aux altérations tissulaires vésicales.
La symptomatologie du syndrome douloureux vésical est riche
15 et avant tout marquée par la symptomatologie douloureuse, la
topographie de la douleur est vésicale sus-pubienne avec
irl::adiation vel::S l'urètre mais peut touchel:: aussi le vagin, le
périnée, le rectum, le pelvis, le sacrum.... La douleur est décrite
à type de brûlure, de tiraillement, de pression ou d'inconfort.
20 Elle est plus ou moins déclenchée par le remplissage vésical et
parfois calmée par la miction. Les patients sont réveillés la
nuit par la douleur et le besoin d'uriner. Les douleurs évoluent
souvent par crise avec des périodes de plusieurs jours très
douloureuses et des périodes où la douleur est plus supportable
25 mais toujours présente.
Le symptôme urinaire constant est l'envie persistante et
forte d'uriner. Elle peut être associée à une pollakiurie diurne
et nocturne. Des impériosités mictionnelles ou urgentul::ies
peuvent être présentes, mais elles se rencontrent surtout et
30 c'est un diagnostic qu'il faudra éliminer lors d'une
hyperactivité vésicale dans laquelle les urgenturies ne sont pas
douloureuses. Souvent, les patients atteints du syndrome
douloureux vésical ne se plaignent pas d'une véritable urgenturie
mais plutôt d'une envie mictionnelle permanente allant de la
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simple gêne à une véritable douleur qui est soulagée par la
miction. Ce soulagement par la miction explique l'empressement de
ces patients à vider leur vessie ce qui entraîne la confusion
avec l'urgenturie. Si le besoin ne peut être soulagé, la gêne ou
5 la douleur s'accentue généralement sans qu'il se produise des
fuites urinaires ce qui peut être, en revanche, le cas pour
l'urgenturie. Cela est vrai pour la majorité des patients
atteints du syndrome douloureux vésical, mais il est possible
d'avoir un syndrome douloureux vésical et une urgent urie
la associée, ce qui complique le bilan diagnostic.
Le syndrome clinique d' hyperactivité vésicale peut avoir
plusieurs origines une origine neurologique (traumatisme
médullaire, maladie de Parkinson, sclérose en plaques .. ), une
origine psycho-comportementale ou être idiopathique et rentrer
15 dans le cadre nosologique des pathologies fonctionnelles pelvi-
périnéales. Le syndrome clinique d'hyperactivité vésicale peut
s'accompagner ou non de contractions non inhibées du détrusor qui
est le muscle de la vessie. Toute contraction du détrusor ne
s'accompagne cependant pas nécessairement d'une fuite urinaire
20 involontaire. Plusieurs contractions, probablement la majorité
d'entre elles, se produisent contre un appareil urinaire
sphinctérien fermé. Au point de vue physiopathologique, cette
situation peut équivaloir à une obstruction urinaire infra-
vésicale. Avec le temps, une hypertrophie progressive des
25 faisceaux musculaires lisses peut se produire. A la cystoscopie,
dépendant de la fréquence, de l'amplitude et de la durée de ces
contractions, la paroi vésicale montrera des trabéculations plus
ou moins marquées, pouvant même causer une vessie multi-
diverticulaire. Avec le temps, une dégénérescence fibreuse peut
30 se manifester au sein de ces faisceaux musculaires hypertrophiés,
remplaçant les fibres musculaires lisses par des dépôts de
collagène et de tissu fibreux. La vessie deviendra de moins en
moins distensible, sa capacité de plus en plus réduite et sa
contractilité de moins en moins efficace. Ce processus peut donc
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aboutir à une vessie de petite capacité, non compliante et
acontractile (ou pour le moins à contractilité déficiente). Le
syndrome d'hyperactivité vésicale d'expression variable regroupe
les urgenturies associées ou non à une incontinence et/ou la
5 pollakiurie diurne et nocturne. Il n'y a pas qu'un seul symptôme
qui soit pathognomonique de l'hyperactivité vésicale, mais plutôt
un ensemble de symptômes qui peuvent être évocateurs de cette
pathologie la présence d'une triade de symptômes peut
raisonnablement suggérer l'hyperactivité.
10 Les urgenturies ou impériosités correspondent à un besoin
urgent d'uriner accompagné d'une peur de la fuite. Elles sont
suivies ou non de mictions impérieuses, qui ne peuvent être
contrôlées et retardées par le patient, et occasionnent ainsi des
fuites par impériosité.
15 Parmi les pathologies fonctionnelles pelvi-périnéales, on
peut citer également les incontinences.
L'incontinence urinaire se définit par une perte
accidentelle ou involontaire d'urine par l'urètre. Cette
affection touche aussi bien les hommes que les femmes et
20 l'origine est souvent multifactorielle. La prévalence de ce
trouble représente environ 3 millions de personnes en France.
Elle est particulièrement fréquente chez les personnes âgées. La
continence urinaire nécessite un plancher pelvien fonctionnant
correctement une intégrité des sphincters et des commandes
25 nerveuses agissant sur ceux-ci et sur le détrusor. Toute
altération de l'une de ces structures peut conduire à
l'incontinence. Plusieurs formes d'incontinence sont
classiquement distinguées :
l'incontinence urinaire d'effort, caractérisée par une fuite
30 d'urine survenant à l'occasion d'un effort physique, à la toux
et aux éternuements, sans sensation de besoin préalable.
l'incontinence urinaire par urgenturies caractérisée par une
fuite d'urine accompagnée ou immédiatement précédée d'un
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besoin urgent et irrépressible d'uriner aboutissant à une
miction ne pouvant être différée et retenue.
l'incontinence urinaire mixte combine les deux types
d'incontinence prédéfinie.
SI'énurésie se manifestant notamment chez l'enfant par des
mictions involontaires survenant la nuit.
Outre la gêne occasionnée, l'incontinence urinaire peut
avoir des répercussions psychologiques (l'anxiété, la dépression)
et sociales (repli sur soi). L'incontinence urinaire peut être
la favorisée par l'âge, le stress, l'obésité, des troubles
neurologiques, une infection, un prolapsus ou un relâchement
sphinctérien ou de muscles du plancher pelvien des suites d'une
chirurgie ùbdomin~le ou d'un ~eeouehcment par exemple.
L'incontinence anale, correspond à l'émission involontaire
15 de gaz et/ou de selles liquides et/ou solides, alors que
l'incontinence fécale exclut l'émission du gaz. L'incontinence
anale ne concerne pas seulement les personnes âgées mais aussi
les personnes de tous les âges, les femmes étant plus souvent
touchées que les hommes. En effet, les accouchements et la
20 survenue de la ménopause sont des facteurs favorisant cette
incontinence. Parmi les autres facteurs de risques figurent
certains traumatismes ou actes chirurgicaux au niveau du
sphincter anal. Mais l'incontinence peut aussi résulter de
certaines pathologies neurologiques (accidents vasculaires
25 cérébraux, diabète, sclérose en plaques .. ) de certaines chirurgies
anales ou de malformations congénitales. L'incontinence fécale
peut également accompagner un prolapsus du rectum ou être le
symptôme d'une autre maladie comme le cancer par exemple.
Les douleurs pelvi-périnéales chroniques incluant le
30 syndrome douloureux vésical, sont des douleurs caractérisées
également par leur chronicité (de plus de six mois), l'absence de
pathologie maligne et leur topographie: le pelvis d'une part, le
périnée d'autre part. Il existe une importante dissociation entre
l'ampleur de la plainte du patient et l'absence de facteurs
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lésionnels susceptibles de les justifier. La moitié des patients
se plaignent d'une douleur pelvienne isolée, un quart des
patients souffre également du syndrome du colon irritable, 10%
des patients souffrent d'un syndrome clinique d'hyperactivité
5 vésicale, les 15% restants cumulent les 3 syndromes. Les
associations sont très fréquentes entre toutes les pathologies
douloureuses syndrome douloureux vésical, vestibulodynie,
syndrome du colon irritable, douleurs pelviennes, fibromyalgie,
et douleurs myofasciales. Les patients se plaignent d'allodynie,
10 c'est à dire une douleur suscitée par un stimulus qui n'est pas
normalement ressenti comme douloureux. Il existe un terrain
favorisant l'expression de la douleur, en cas de fibromyalgie,
syndrome de fatique chronique, migraines, syndrome douloureux
régional complexe, anxiété, dépression. Le syndrome douloureux
15 vésical prend ici tout son sens car cela peut recouvrir de
véritables maladies de la paroi vésicale avec une intolérance au
remplissage vésical mais cela peut également recouvrir des
hypersensibilités vésicales dont l'origine n'est pas forcément
dans la vessie.
20 Comme pour beaucoup de maladies dont on ne connait pas les
causes exactes, il n'existe aucun traitement permettant de guérir
le syndrome douloureux vésical. Cependant, plusieurs options
thérapeutiques permettent de soulager les patients en réduisant
les symptômes. Dans un premier temps, les modifications
25 comportementales et la pratique d'auto-soins peuvent améliorer
les symptômes et doivent être mises en œuvre autant que possible.
De même, il faut encourager les pratiques de gestion du stress
pour gérer l'exacerbation de symptômes induits par le stress. Des
thérapies physiques par des techniques manuelles appropriées
30 peuvent également être proposées.
Sur le plan pharmacologique on peut utiliser des médicaments
qui vont agir sur la douleur et l'inflammation principalement,
ainsi que directement sur la paroi altérée de la vessie pour la
protéger ou la reconstituer. Les anti-inflammatoires non
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stéroidiens peuvent soulager les douleurs et l'inflammation mais
ils sont rarement suffisants et leur effet est peu durable dans
le temps. Ils sont généralement bien tolérés mais ils peuvent
entrainer des effets secondaires indésirables. De manière
5 générale, tous les médicaments antidouleur peuvent être essayés.
Le paracétamol et les antalgiques opiacés, les dérivés de la
morphine peuvent être efficaces, seuls ou en association avec
d'autres antidouleurs. Les antidépresseurs tricycliques
administrés à des doses inférieures à celles utilisées pour
la traiter la dépression, ont également une action sur la douleur.
L'administration d'antihistaminiques peut être efficace, la
sécrétion locale d' histamine par les mastocytes pouvant jouer un
rôle local dans l'inflammation. On peut administrer également le
pentosan-polysulfate; il s'agit d'un polysaccharide dont la
15 structure est similaire à celle des glycosaminoglycanes qui est
éliminé dans les urines et permettrait de reconstituer la couche
altérée.
L'hydrodistension peut soulager les patients pendant
quelques semaines mais les effets s'estompent au fur et à mesure
20 des interventions et les répéter favorise le risque de survenue
d'un trouble de la compliance. Des instillations de différents
produits peuvent être proposées; le traitement local ayant
l'avantage de permettre une application directe du produit au
contact de la muqueuse et de réduire l'exposition systémique.
25 L'instillation est une méthode thérapeutique consistant à
intrOduire une solution dans un conduit naturel ou une cavité de
l'organisme, pour laver, désinfecter et traiter ce conduit ou
cette cavité. L'administration de la solution dans la vessie se
fait au moyen d'une sonde. Parmi les produits ayant montré une
30 efficacité on trouve l'héparine qui a des propriétés anti-
inflammatoires et protectrices et qui contribue à renforcer
temporairement la couche altérée de glycoprotéines. En l'absence
d'études suffisamment robustes, il est difficile d'évaluer
correctement les bénéfices et les risques de ce traitement. Il
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semble que celui-ci soit susceptible d'améliorer seulement un
sous-ensemble de patients. On peut également instiller dans la
vessie des produits d'anesthésie locale comme la lidocaïne pour
diminuer la douleur. Le diméthyle sulfoxyde a montré un effet
5 contre la douleur, notamment en association avec des corticoïdes,
de l' héparine et/ou un anesthésique local. Les résul tats sont
généralement bons au début du traitement, mais il faudra répéter
les instillations comme pour la plupart des autres médicaments.
Cependant ce produit est très mal toléré chez certains patients
10 chez qui il provoque des brûlures et peut même aggraver les
symptômes à l'initiation du traitement. L'acide hyaluronique ou
la chondroïtine sulfate qui auraient un effet de restauration de
la paroi vésicale détériorée ont montré une efficacité chez
certains patients.
15 L'instillation des produits dans la vessie peut soulager et
peut donc être proposée malgré l'inconvénient de devoir faire des
sondages urinaires avec leurs risques septique et traumatique.
La chirurgie doit être envisagée en dernier recours, lorsque
tous les autres traitements ont échoué et que les symptômes
20 deviennent extrêmement invalidants. En effet la chirurgie est
assez lourde, traumatisante et n'apporte parfois que peu ou pas
d'amélioration. Les différentes interventions possibles vont de
la cystectomie partielle à la plus radicale la cystectomie totale
avec urétrectomie.
25 Ainsi de nombreux traitements sont proposés pour la prise en
charge du syndrome douloureux vésical mais l'efficacité de ces
différents traitements est modeste avec des essais sur des petits
nombres de patients et pas toujours encadrés par des essais
prospectifs randomisés. Il apparait donc clairement que les
30 traitements proposés aux personnes atteintes de ce syndrome sont
loin d'être suffisants. Il existe un besoin médical important et
donc un besoin de nouveaux médicaments ayant le moins d'effets
indésirables possibles puisqu'ils s'adressent à des personnes
physiologiquement fragilisées.
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Les récepteurs PAR (protease-activated receptors) sont des
récepteurs heptahélicoidaux, couplés aux protéines G trimériques,
on distingue les PARI composés de 425 acides aminés, les PAR2
avec 397 acides aminés, les PAR3 constitués de 374 acides aminés
5 et les PAR4 avec 385 acides aminés. La thrombine active les PARI,
PAR3 et PAR4 en clivant leur extrémité N-terminale
extracellulaire entre l'arginine 41 et la sérine 42. Le peptide
clivé n'a pas d'activité particulière, la nouvelle extrémité N-
terminale du récepteur joue le rôle d'agoniste en se repliant
10 vers la surface cellulaire et en interagissant avec les domaines
extracellulaires.
Le PARI joue un rôle clé dans l'activation plaquettaire aux
faibles concentrations de thrombine alors que le PAR4 réagit aux
fortes concentrations. Ainsi, le rôle du PARI a été établit dans
15 le domaine de la biologie vasculaire et de l'athérothrombose. Des
antagonistes PARI ont émergé comme de nouveaux antithrombotiques
prometteurs et actifs par voie orale. On peut citer le vorapaxar,
l'atopaxar qui ont fourni des données cliniques prometteuses
(Capodanno et al. 2012). Le vorapaxar a d'ailleurs obtenu
20 l'enregistrement de la FDA en 2014 dans l'indication« réduction
des événements thrombotiques chez des patients ayant un
historique d'infarctus du myocarde ou de maladies artérielles
périphériques ». L'atopaxar n'est plus actuellement en
développement comme antiagrégant.
25 Sur la paroi de la vessie, les PARI et les PAR2 s'expriment
à la fois sur les cellules urothéliales mais également sur les
cellules du détrusor (Saban et al. 2007).
Des études ont montré l'implication importante des PAR2 dans
la contractilité vésicale (Nakahara et al. 2004).
30 Il a été démontré que l'activation des PAR par la thrombine
induisait une inflammation de la vessie dans différents modèles
animaux (De Garavilla et al. 2007 ; Saban et al. 2007).
Les inventeurs ont montré qu'un antagoniste sélectif des
PARI constitue une approche thérapeutique innovante pour traiter
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associée dans les pathologies
et notamment dans le syndrome
l'inflammation et la douleur
fonctionnelles pelvi-périnéales
douloureux vésical.
De façon inattendue, les inventeurs ont découvert que le
5 vorapaxar, l' atopaxar et la 3- (2-Chloro-phényl) -1- [4- (4-fluoro-
ben~yl)-pipéra~in-l-yl)-propénone, ou l'un de leurs sels
pharmaceutiquement acceptables, est capable de protéger la vessie
en diminuant efficacement ses réponses contractiles myogéniques.
Le vorapaxar est décrit dans la demande de brevet WO
10 03089428, il s'agit de l'éthyl N-[(3R,3aS,4S,4aR,7R,8aR,9aR)-4-
[(E)-2-[S-(3-fluorophenyl)-2-pyridyl)vinyl]-3-methyl-1-oxo-
3a,4,4a,S,6,7,8,8a,9,9a-decahydro-3H-ben~o[flisobenzofuran-7­
yllcaI:bamate.
L'atopaXaI: est la [(1- (3-teI:t-butyl-4-methoxy-S-
15 mOI:pholinophenyl)-2-(S,6-diethoxy-fluoI:o-1-imino-1,3-dihydro-2H-
isoindol-2yl) ethanone hydrobromide.
La 3-(2-ChloI:o-phényl)-1-[4-(4-fluoI:o-ben~yl)-pipérazin-1­
yl)-pI:opénone repI:ésentée paI: la formule:
~Nî fiY'U ~N~
20 ses sels phaI:maceutiquement acceptables ainsi que son utilisation
comme antiagrégant plaquettaire, dans le traitement tant curatif
que préventif de la thrombose artérielle ou veineuse, de l'angor
stable, des troubles du rythme cardiaque, de l'infarctus du
myocarde, de l'hypeI:tension, de l'insuffisance cardiaque, des
25 accidents vasculaires cérébraux, des syndromes coronaires aigus,
pour inhiber la prolifération des cellules musculaires lisses
(resténose), dans le traitement tant curatif que préventif des
désordres inflammatoires, des maladies pulmonaires, des maladies
gastro-intestinales, du développement de la fibrose chez les
30 patients atteints de maladies chroniques du foie, des maladies de
la peau, pour le traitement tant curatif que préventif de la
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prolifération des cellules endothéliales, fibroblastes,
cardiofibroblastes, gliales, musculaires lisses ou cancéreuses
sont décrits dans le brevet WO 2007/147824.
Dans la présente invention, le terme « pharmaceutiquement
5 acceptable» se réfère à des entités moléculaires et des
compositions qui ne produisent aucun effet adverse, allergique ou
autre réaction indésirable quand elles ont administrées à un
humain. Quand utilisé ici, le terme « excipient
pharmaceutiquement acceptable» inclut tout diluant, adjuvant ou
la excipient, tels que des agents préservatifs, des agents de
remplissage, des agents désintégrant, mouillant, émulsifiant,
dispersant, antibactérien ou antifongique, ou bien encore des
agents qui permettraient de retarder l'absorption et la
résorption intestinale et digestive. L'utilisation de ces milieux
15 ou vecteurs est bien connu de l'homme du métier.
Les sels pharmaceutiquement acceptables pour l'usage
thérapeutique d'un composé de la présente invention comprennent
les sels non toxiques conventionnels du composé de l'invention
tels que ceux formés à partir d'acides organiques ou
20 inorganiques. A titre d'exemple on peut citer les sels dérivés
d'acides inorganiques comme les acides chlorhydrique,
bromhydrique, phosphorique, sulfurique, et ceux dérivés d'acides
organiques comme les acides acétique, trifluoroacétique,
propionique, succinique, fumarique, malique, tartarique,
25 citrique, ascorbique, maléique, glutamique, benzoique,
salicylique, toluenesul fonique, méthanesul fonique, stéa rique,
lactique.
Ces sels peuvent être synthétisés à partir d'un composé de
l'invention contenant une partie basique et les acides
30 correspondants selon les méthodes chimiques conventionnelles.
Les solvates acceptables pour l'usage thérapeutique d'un
composé de la présente invention comprennent les solvates
conventionnels tels que ceux formés lors de la dernière étape de
préparation d'un composé de l'invention du fait de la présence de
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solvants. A titre d'exemple on peut citer les solvates dus à la
présence d'eau ou d'éthanol.
Le Vorapaxar, l'atopaxar et la 3-(2-Chloro-phényl)-I-[4-(4-
fluoro-benzyl~-pipérazin-I-yll-propénone sont des antagonistes
5 sélectifs des PARI.
Les antagonistes PARI connus à ce jour sont le N3-
cyclopropyl-7-([4-(I-methylethyl}phenyl]methyl~-?H-pyrrolo[3,2­
f]quinazoline-I,3-diamine (SCH-79797}, le vorapaxar (SCH-53034S),
l'atopaxar (E5555~ et le SCH-602539.
la L'invention a pour objet l'utilisation d'un antagoniste PARI
comme médicament dans la prévention et/ou le traitement des
pathologies fonctionnelles pelvi-périnéales.
L'invention a pour objet l'utilisation du vorapaxar comme
médicament dans la prévention et/ou le traitement des pathologies
15 fonctionnelles pelvi-périnéales.
L'invention a pour objet l'utilisation de l'atopaxar comme
médicament dans la prévention et/ou le traitement des pathologies
fonctionnelles pelvi-périnéales.
L'invention a pour objet l'utilisation de la 3-(2-Chloro-
20 phényl) -1- [4 - (4- fluoro-benzyl) -pipérazin-l-yl] -propénone comme
médicament dans la prévention et/ou le traitement des pathologies
fonctionnelles pelvi-périnéales.
L'invention a pour objet l'utilisation d'un antagoniste
PARI, comme médicament dans la prévention et/ou le traitement du
25 syndrome douloureux vésical.
L'invention a pour objet l'utilisation du vorapaxar comme
médicament dans la prévention et/ou le traitement du syndrome
douloureux vésical.
L'invention a pour objet l'utilisation de l'atopaxar comme
30 médicament dans la prévention et/ou le traitement du syndrome
douloureux vésical.
L'invention a pour objet l'utilisation de la 3-(2-Chloro-
phényl)-1-[4-(4-fluoro-benzyl}-pipérazin-l-yl]-propénone comme
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médicament dans la prévention et/ou le traitement du syndrome
douloureux vésical.
L'invention a pour objet l'utilisation d'un antagoniste
PARI, comme médicament dans la prévention et/ou le traitement du
5 syndrome d'hyperactivité vésicale.
L'invention a pour objet l'utilisation du vorapaxar comme
médicament dans la prévention et/ou le traitement du syndrome
d'hyperactivité vésicale.
L'invention a pour objet l'utilisation de l'atopaxar comme
10 médicament dans la prévention et/ou le traitement du syndrome
d'hyperactivité vésicale.
L'invention a pour objet l'utilisation de la 3-(2-Chloro-
phényl) -1- r4 - (4- fluoro-benzyll -pipérazin-l-yll -propénone comme
médicament dans la prévention et/ou le traitement du syndrome
15 d'hyperactivité vésicale.
Un autre objet de l'invention concerne l'utilisation d'un
antagoniste PARI chez des patients présentant une incontinence
urinaire et/ou une incontinence anale ou fécale.
Un autre objet de l'invention concerne l'utilisation du
20 vorapaxar chez des patients présentant une incontinence urinaire
et/ou une incontinence anale ou fécale.
Un autre objet de l'invention concerne l'utilisation de
l'atopaxar chez des patients présentant une incontinence urinaire
et/ou une incontinence anale ou fécale.
25 Un autre objet de l'invention concerne l'utilisation de la
3-(2-Chloro-phényl)-I-[4-(4-fluoro-benzyl)-pipérazin-l-yl]-
propénone chez des patients présentant une incontinence urinaire
et/ou une incontinence anale ou fécale.
Un autre objet de l'invention concerne l'utilisation d'un
30 antagoniste PARI chez des patients présentant des douleurs pelvi-
périnéales chroniques.
Un autre objet de l'invention concerne l'utilisation du
vorapaxar chez des patients présentant des douleurs pelvi-
périnéales chroniques.
 )

wo 2Q15/O')(I705
17
PCT/EP2014/(l7J45J
Un autre objet de l'invention concerne l'utilisation de
l'atopaxar che~ des patients présentant des douleurs pelvi-
périnéales chroniques.
Un autre objet de l'invention concerne l'utilisation de la
5 3-{2-Chloro-phényl)-1-[4-(4-fluoro-benzyl)-pipérazin-l-yl]-
propénone che~ des patients présentant des douleurs pelvi-
périnéales chroniques.
La présente invention concerne en outre une composition
pharmaceutique comprenant un antagoniste PARI comme principe
10 actif et au moins un excipient pharmaceutiquement acceptable,
pour son utilisation comme médicament dans la prévention et/ou le
traitement des pathologies fonctionnelles pelvi-périnéales,
notamment du syndrome douloureux vésical, du syndrome de
l'hyperactivité vésicale, des douleurs pelvi-péritonéales
15 chroniques. La présente invention concerne également une
composition pharmaceutique comprenant un antagoniste PARI comme
principe actif et au moins un excipient pharmaceutiquement
acceptable, pour son utilisation comme médicament chez des
patients présentant une incontinence urinaire et/ou une
20 incontinence annale ou fécale.
Les compositions pharmaceutiques selon la présente invention
peuvent être formulées pour l'administration à l'être humain. Les
compositions selon l'invention peuvent être administrées par voie
orale, sublinguale, sous-cutanée, intramusculaire, intraveineuse,
25 transdermique, locale ou rectale. Dans ce cas le principe actif
peut être administré sous formes unitaires d'administration, en
mélange avec des supports pharmaceutiques classiques, aux êtres
humains. Les formes unitaires d'administration appropriées
comprennent les formes par voie orale telles que les comprimés,
30 les gélules, les poudres, les granules et les solutions ou
suspensions orales, les formes d'administration sublinguale et
buccale, les formes d'administration sous-cutanée ou
transdermique, topique, intramusculaire, intraveineuse, intra-
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nasale ou intraoculaires, les formes d'administration
intravésicales, intramurales ou rectale.
Lorsque l'on prépare une composition solide sous forme de
comprimés, on mélange l'ingrédient actif principal avec un
5 véhicule pharmaceutique tel que la gélatine, l'amidon, le
lactose, le stéarate de magnésium, le talc, la gomme arabique, la
silice ou analogues. On peut enrober les comprimés de saccharose
ou d'autres matières appropriées ou encore on peut les traiter de
telle sorte qu'ils aient une activité prolongée ou retardée et
10 qu'ils libèrent d'une façon continue une quantité prédéterminée
de principe actif.
On obtient une préparation en gélules en mélangeant
l'ingrédient actif avec un diluant et en versant le mélange
obtenu dans des gélules molles ou dures.
15 Une préparation sous forme de sirop ou d'élixir peut
contenir l'ingrédient actif conjointement avec un édulcorant, un
antiseptique, ainsi qu'un agent donnant du goût et un colorant
approprié.
Les poudres ou les granules dispersibles dans l'eau peuvent
20 contenir l'ingrédient actif en mélange avec des agents de
dispersion ou des agents mouillant, ou des agents de mise en
suspension, de même qu'avec des correcteurs du goût ou des
édulcorants.
Pour une administration rectale, on recourt à des gels,
25 crèmes, poudres, suspensions, solutions, mousses ou des
suppositoires qui sont préparés avec des liants fondant à la
température rectale, par exemple du beurre de cacao ou des
polyéthylènes glycols.
Pour une administration parentérale (intraveineuse,
30 intramusculaire, intradermique, sous-cutanée), intra-nasale,
intraoculaire, intravésicale, intramurale on utilise des
suspensions aqueuses, des solutions salines isotoniques ou des
solutions stériles et injectables qui contiennent des agents de
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dispersion et/ou des agents mouillants pharmacologiquement
compatibles.
Le principe actif peut également être formulé sous forme de
microcapsules, éventuellement avec un ou plusieurs supports
5 additifs.
Les formulations appropriées pour la forme d'administration
choisie sont connues par l'homme du métier et décrites, par
exemple dans Remington, The science and Practice of Pharmacy,
19" édition, 1995, MacK Publishing Company.
la Avantageusement, la composition pharmaceutique selon la
présente invention est destinée à une administration par voie
locale, on parle de traitement endovésical, la composition
pharmaceutique selon la présente invention est destinée à être
utilisée sous une forme d'administration endovésicale. Parmi les
15 traitements endovésicaux on préfèrera l'instillation vésicale,
et/ou l'injection intramurale, c'est-à-dire une administration
dans l'épaisseur de la paroi de la vessie.
Les dosages de l'antagoniste PARI dans les compositions de
l'invention peuvent être ajustés afin d'obtenir une quantité de
20 substance qui est efficace pour obtenir la réponse thérapeutique
désirée pour une composition particulière à la méthode
d'administration. La dose efficace du composé de l'invention
varie en fonction de nombreux paramètres tels que, par exemple,
la voie d'administration choisie, le poids, l'âge, le sexe, la
25 nature de la pathologie, le type du ou des traitements
administrés et la sensibilité de l'individu à traiter. En
conséquence, la posologie optimale devra être déterminée par le
spécialiste en la matière en fonction des paramètres qu'il juge
pertinents. Bien que les doses efficaces puissent varier dans de
30 larges proportions, les doses journalières pourraient
s'échelonner entre 0,1 mg et 1000 mg par 24 heures, et
préférentiellement entre 1 et 200 mg, pour un adulte d'un poids
moyen de 70 kg, en une ou plusieurs prises.
 

wo 2Q15/O')(I705
20
PCT/EP2014/(l7J45J
Les exemples suivants permettent de mieux comprendre
l'invention sans en limiter la portée.
Exemple 1: effet de la 3-(2-Chloro-phényl)-1-[4-(4-fluoro-
benzyl)-pipérazin-1-yl)-propénone sur un modèle de vessie isolée
5 de rat (Shimizu et al., Biol. Pharm. Bull. 34 (7): 1122-1125,
2011)
But de l'expérience: Evaluer le rôle de la 3-(2-Chloro-
phényl)-1-[4-(4-fluoro-benzyl}-pipérazin-1-yl]-propénone sur
l'amplitude de contraction vésicale à la trypsine et au TFLLR.
10 L'expérience est menée parallèlement sur des vessies naïves et
sur des vessies ayant subies une procédure d'inflammation.
L'effet du composé de l'invention est comparé à celui d'un
antagoniste PARI de référence le composé SCH203099, (Ahn et al.
Biochem. Pharmacol. 60(10) :1425-1434, 2000).
15 Protocole
Afin d'induire une inflammation de la vessie, le
cyclophophamide est injecté bilatéralement chez des rats (Wistar
Han femelles, pesant 250 à 275g le jour de l'expérimentation,
provenant de Charles River laboratory France) par voie
20 intrapéritonéale à la dose de 150 mg/kg dans un volume final de
5 mL/kg.
Une évaluation de la douleur est réalisée 2 heures après
l'administration du cyclophosphamide.
Chez des animaux naïfs (sans administration de
25 cyclophosphamide) ou 24 heures après l'administration du
cyclophosphamide, les animaux sont anesthésiés au pentobarbital
(60 mg/kg) et euthanasiés. La vessie est rapidement prélevée et
placée dans une solution oxygénée de Krebs-Henseleit modifiée de
la composition suivante (mM) NaCl 114; KCl 4,7 CaCl z 2,5 ;
30 MgSO~ l, 2 KHzPO~ 1,2 ; NaHCOJ 25 et glucose 11,7 (pH 7,4 avec
95% Ol et 5% COl). La vessie est nettoyée de son tissu conjonctif,
pesée, les portions distales et proximales sont enlevées et la
vessie est coupée dans le sens longitudinal en deux « strips »
égaux. Ces strips sont attachés par du fil de soie et immergés
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dans une cuve à organe isolé de 10 mL (EMKA Technologies)
contenant la solution oxygénée de Krebs-Henseleit avec un mélange
OdCOz de 95%/5% et maintenu à 37"C. Les strips de vessie sont
connectés par le fil de soie à des capteurs isométriques (modèle
5 IT50, EMKA Technologies) connectés à des amplificateurs (EMKA
Technologies). Les réponses contractiles sont enregistrées en
utilisant le logiciel IOX2~ (EMKA Technologies) .
Pendant une période de stabilisation initiale d'au moins 90
minutes, des rinçages sont réalisés toutes les 15 minutes et la
10 tension de chaque strip de vessie est réajustée â 1,Og. Ensuite
les strips sont exposés à 50 mM de KCI pour vérifier leur
viabilité. Si l'amplitude de contraction des strips est
inférieure à l,Og, les tissus sont écartés et ne sont pas inclus
dans l'expérience. Après une deuxième période de stabilisation et
15 de lavage d'au moins 45 minutes, une concentration du composé de
l'invention, ou du produit de référence (SCH203099) ou de
véhicule est incubée pendant 30 minutes. Ensuite une courbe
concentration-réponse cumulative à l'agoniste sélectif PARI,
TfLLR (0,1 p.M à 0,1 mM) ou à la trypsine (10 U à 10000 U
20 BAEE/mL) est réalisée.
Résultats
En présence de trypsine à 3000 U BAEE/mL, l'inflammation
augmente d'un facteur 2,5 la contractilité vésicale due à
l'activation PAR. L'amplitude de contraction est de 0,99 ± 0,20g
25 pour le groupe véhicule naïf versus 2,73 ± 0,34g pour le groupe
véhicule traité par du cyclophosphamide.
Le composé de l'invention antagonise la contraction vésicale
à la trypsine seulement aux fortes concentrations chez les
animaux naïfs comme le montre la figure 1. L'amplitude de
30 contraction vésicale est divisée par deux avec le composé de
l'invention à 30J.lM versus véhicule (0,55 ± 0,24g versus 0,99 ±
0,20g) et rien n'est observé aux autres concentrations du composé
de l'invention.
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Le composé de l'invention antagonise de façon concentration-
dépendante la contraction vésicale à la trypsine en condition
inflammée (Figure 2). Jusqu'à 3~M le composé de l'invention
semble inactif, à 10~M le composé de l'invention diminue de 35%
5 la contraction vésicale (1,76 ± 0,30g versus 2,73 ± 0,34g). A
30J.lM le composé de l'invention réduit de 70% environ la
contraction vésicale (0,92 ± 0,17g versus 2,73 ± 0, 34g).
Le produit de référence (SCH203099) antagonise la
contraction vésicale à la trypsine seulement aux fortes
10 concentrations chez les animaux naïfs (Figure 3). L'amplitude de
contraction vésicale est divisée par deux en présence de 10J.lM de
SCH203099 versus le véhicule (Q,48 ± O,11g versus 0,99 ± 0,20g)
et rien n'est observé aux autres concentrations du SCH203099.
Le composé SCH203099 antagonise de façon concentration-
15 dépendante la contraction vésicale à la trypsine en condition
inflammée (Figure 'Il. Une réduction de 25% est observée avec 3J.lM
de SCH203099 (2,05 ± 053g versus 2,73 ± 0,34g), une diminution de
35% est notée en présence 10).lM de SCH203099 (1,77 ± 0,38g versus
2,73 ± 0,34g) et le SCH203099 à 30J.lM réduit de 60% la contraction
20 vésicale (1,04 ± 0,16g versus 2,73 ± 0,34g).
En présence de 100).lM de TFLLR, l'inflammation augmente d'un
facteur 2 la contractilité vésicale due à l'activation FARI.
L'amplitude de contraction est de 0,59 ± 0,14g pour le groupe
véhicule naïf versus l,10 ± 0,18g pour le groupe véhicule traité
25 par du cyclophosphamide.
Le composé de l'invention antagonise de façon concentration-
dépendante la contraction vésicale au TFLLR chez les animaux
naïfs. A l~M le composé de l'invention parait inactif, à 3J.lM une
diminution de 45% de la contraction vésicale est observée <0,33 ±
30 0,05g versus 0,59 ± O,14g). A 10j.lM le composé de l'invention
réduit de 70% la contraction vésicale (0,18 ± 0,04g versus 0,59 ±
0, 14g). A 30~M le composé de l'invention abolit complètement la
contraction vésicale lO,OO ± 0,04g versus 0,59 ± 0,14gl avec même
une relaxation du tissu au cours de l'expérience (Figure 5).
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Le composé de l'invention antagonise également de façon
concentration-dépendante la contraction vésicale au TFLLR en
condition inflammée (Figure 6l. Jusqu'à 3].1M peu d'effet probant
(10% de réduction seulement), à 10].lM le composé de l'invention
5 diminue de 60% la contraction vésicale (0,45 ± 0,13g versus l,10
± 0,18g) et à 30vM le composé de l'invention réduit de 90% la
réponse contractile (0,11 ± 0,04g versus 1,10 ± 0,18g).
Le produit de référence (SCH203099) antagonise la
contraction vésicale au TFLLR seulement aux fortes concentrations
10 chez les animaux naï.fs (Figure 7) L'amplitude de contraction
vésicale est divisée par deux en présence de 10vM de SCH203099
versus le véhicule (0,26 ± 0,07g versus 0,59 ± 0,14g) et rien
n'est observé aux autres concentrations du SCH203099.
Le composé SCH203099 antagonise de façon concentration-
15 dépendante la contraction vésicale au SFLLR en condition
inflammée (Figure 8l. A 3].1M de SCH203099, peu d'effet probant
n'est observé (réduction de 10%) Une diminution de 35% est notée
en présence 10].lM de SCH203099 (0,73 ± O,lOg versus 1,10 ± 0,18g)
et le SCH203099 à 30pM réduit de 55% la contraction vésicale
20 (0,49 ± 0,08g versus 1,10 ± 0,18gl.
En résumé, les contractions vésicales induites par la
trypsine sont antagonisées de la même manière par le produit de
référence (SCH203099) et le composé de l'invention. En revanche,
sur les contractions vésicales induites par l' agoniste PARI, le
25 composé de l'invention est plus puissant sur les vessies
inflammées.
Les inventeurs ont ainsi démontré de façon surprenante que
le composé de l'invention réduit efficacement les réponses
contractiles exacerbées d'une vessie inflammée et/ou hyperactive,
30 c'est-à-dire que le composé de l'invention semble
particulièrement intéressant dans les cas d'un syndrome
douloureux vésical mais également dans le cas d'un syndrome
d'hyperactivité vésicale.
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Exemple 2 : effets du vorapaxar et de l' atopaxar sur un
modèle de vessie isolée de rat.
Le but de cette étude est d'évaluer les effets du vorapaxar
et de l'atopaxar sur l'amplitude de contraction vésicale à la
5 trypsine et au TFLLR.
Ces expériences ont été menées sur des vessies naIves. Le
protocole utilisé est le même que celui décrit dans l'exemple 1.
Résultats obtenus avec le vorapaxar
En présence de trypsine à 3000 U BlIEE/mL, l'inflammation
la augmente d'un facteur deux la contractilité vésicale. L'amplitude
de contraction passe de 0,93 ± 0,10g à 1,97 ± 0,14g. Le vorapaxar
à 3 ~M antagonise la contraction vésicale à la trypsine chez les
animaux naIfs comme le montre la figure 9. L'amplitude de
contraction vésicale est antagonisée en présence de 3 ]..lM de
15 vorapaxar versus véhicule (0,79 ± 0,14g versus 1,04 ± 0,16g,
respectivement). A la concentration de 10 pM la moindre
efficacité est due à la faible solubilité du composé. Ceci est
confirmé à la concentration de 30 ]..lM.
En présence de 100 pM de TFLLR, la contractilité vésicale
20 augmente par l'activation PARI. L'amplitude de contraction est de
0,57 ± O,l1g. Le vorapaxar antagonise de façon concentration-
dépendante la contraction vésicale au TFLLR chez les animaux
naIfs (Figure 10). A 3 nM le vorapaxar induit une diminution de
près de 50% de la contraction vésicale (0,31 ± 0,12g versus 0,57
25 ± 0, I1g). A 10 nM le vorapaxar réduit de 75% la contraction
vésicale (0,14 ± 0,02g versus 0,57 ± 0,11g). A partir de 1 pM le
vorapaxar abolit complètement la contraction vésicale (0,04 ±
0,03g ± 0,57 ± O,llg), comme le montre la figure 10.
Résultats obtenus avec l'atopaxar
30 En présence de trypsine à 3000 U BAEE/mL l'amplitude de
contraction augmente de plus d'un facteur deux (0,76 ± 0,08g
versus 1,93 ± 0,09g). L'atopaxar antagonise de façon
concentration-dépendante la contraction vésicale à la trypsine
chez les animaux naïfs comme le montre la figure 11. A 1 ]..lM
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l'atopaxar induit une légère diminution de la contraction
vésicale (1,02 ± 0,20g versus 1,17 ± D,lOg). A 3 pM l'atopaxar
réduit de 3S% la contraction vésicale (0,74 ± 0,19g versus 1,17 ±
D,lOg). A 10 pM l'atopaxar réduit de 70% la contraction vésicale
5 (0,36 ± 0,15 9 versus 1,17 ± 0, lOg) et l'abolit complètement à
30pM (Figure 11) .
En présence de 100 pM de TFLLR, la contractilité vésicale
augmente par l'activation PARI. L'amplitude de contraction
atteint D,50 ± 0,09g. L'atopaxar antagonise de façon
10 concentration-dépendante la contraction vésicale au TFLLR chez
les animaux naïfs à partir de 10 nM (figure 12). A 10 nM
l'atopaxar induit une diminution de plus de 50% de la contraction
vésicale (0,21 ± 0,03g versus 0,50 ± 0, 09g). A 1 pM l'atopaxar
abolit presque la contraction vésicale avec une réduction de plus
15 de SO% (0, OS ± 0, 03g versus 0,50 ± 0, 09g), comme le montre la
figure 12.
En conclusion, le vorapaxar et l' atopaxar préviennent les
contractions vésicales en conditions physiologiques. Les
inventeurs ont ainsi démontré que les antagonistes PARI réduisent
20 efficacement les réponses contractiles, c' est-à-dire qu'ils
semblent être particulièrement intéressants dans les pathologies
fonctionnelles pelvi-périnéales et notamment dans les cas de
syndrome douloureux vésical.
25
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1. Un antagoniste PARI pour son utilisation comme médicament
pour la prévention et/ou pour le traitement des pathologies
5 fonctionnelles pelvi-périnéales.
2. Un antagoniste PARl pour son utilisation selon la
revendication 1, caractérisé en ce qu'il s'agit du vorapaxar ou
de l'atopaxar ou l'un de leurs sels pharmaceutiquement
10
acceptables.
3. Un antagoniste PARI pour son utili sation selon la
revendication l, caractérisé en ce qu'il s'agit de la 3-(2-
Chloro-phényl)-1-[4-(4-fluoro-benzyl)-pipérazin-l-yl)-propénone
ou l'un de ses sels pharmaceutiquement acceptables.
4. Un antagoniste PARI pour son utilisation selon la
15 revendication l, chez des patients présentant un syndrome
douloureux vésical.
5. Un antagoniste PARI pour son utilisation selon la
revendication 4, caractérisé en ce qu'il s'agit du vorapaxar ou
de l'atopaxar ou l'un de leurs sels pharmaceutiquement
20 acceptables.
6. Un antagoniste PARI pour son utilisation selon la
revendication 4, caractérisé en ce qu'il s'agit de la 3-(2-
Chloro-phényl)-1-[4-(4-fluoro-benzyl)-pipérazin-l-yl)-propénone
ou l'un de ses sels pharmaceutiquement acceptables.
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pou, utilisation selon
revendication l, chez des patients présentant un syndrome
d'hyperactivité vésicale.
8. Un antagoniste PARI pour son utilisation selon la
5 revendication 7, caractérisé en ce qu'il s'agit du vorapaxar ou
d. l'atopaxar l'un d. leurs sels pharmaceutiquement
acceptables.
9. Un antagoniste PARI pou, utilisation selon la
revendication 7, caractérisé en ce qu'il s'agit de la 3-(2-
10 Chloro-phényl)-1-[4-(4-fluoro-benzyll-pipérazin-l-yll-propénone
ou l'un de ses sels pharmaceutiquement acceptables.
10. Un antagoniste PARI pou, utilisation selon la
revendication l, chez des patients présentant une incontinence
urinaire.
15 Il. Un antagoniste PARI pou, utilisation selon la
revendication 1, chez des patients présentant des douleurs pelvi-
périnéales chroniques.
12. Composition pharmaceutique caractérisée .n ce qu'elle
contient comme principe actif un antagoniste PARI et au moins un
20 excipient pharmaceutiquement acceptable, pour son utilisation
comme médicament pour la prévention et/ou pour le traitement des
pathologies fonctionnelles pelvi-périnéales.
13. Composition pharmaceutique selon la revendication 12,
caractérisée en ce qu'elle contient comme principe actif le
25 vorapaxar ou l'atopaxar ou l'un de leurs sels pharmaceutiquement
acceptables.
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14. Composition pharmaceutique selon la revendication 12,
caractérisée en ce qu'elle contient comme principe actif la 3-(2-
Chloro-phényl)-1-[4-(4-fluoro-benzyl)-pipérazin-l-yl)-propénone
ou l'un de ses sels pharmaceutiquement acceptables.
5 15. Composi tion pharmaceutique selon la revendication 12, pour
son utilisation sous une forme d'administration endovésicale.
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